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I. INTRODUCCIÓN
1. CONCEPTO DE MIELOMENINGOCELE
Los defectos del tubo neural (DTN) son malformaciones congénitas frecuentes 
asociadas a enormes y variados tipos de déficits. El mielomeningocele (MMC) es el 
tipo más frecuente de DTN.
El MMC es un defecto en la columna vertebral y en la piel en el que las meninges 
y el tejido neural de la médula espinal se encuentran expuestos [1].
Al encontrarse expuesto el tejido neural, la malformación se conoce también como 
disrafismo espinal abierto, a diferencia de los disrafismos ocultos, en los que el de-
fecto óseo existe pero no el cutáneo, de manera que el tejido neural no se encuentra 
expuesto. Este trabajo tratará únicamente sobre el MMC.
Figura 1. MMC en neonato a término (Hospital La Paz).
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2. EMBRIOLOGÍA
El sistema nerviosos central (SNC) inicialmente tiene un aspecto plano, se encuen-
tra formado por ectodermo y es denominado placa neural (3.ª semana de gestación). 
Los aspectos laterales de esta placa se elevan y aproximan entre sí hasta fusionarse ini-
cialmente en la región cervical. Este proceso continúa posteriormente en direcciones 
cefálica y caudal [2].
El cierre craneal ocurre el día 25 de gestación (fig. 2), mientras que la fusión del ex-
tremo caudal se retrasa 2 días [3]. Este proceso se llama neurulación y forma el SNC; 
el MMC está causado por un defecto en este proceso [4,5].
El cierre del neurocele (el canal central del SNC en la etapa embrionaria) aísla las 
vesículas craneales, evitando así que se vacíen y manteniendo un estado de distensión 
necesario para el correcto desarrollo del cráneo y el cerebro [6].
El fallo del cierre hace que las vesículas se colapsen, siendo éste uno de los meca-
nismos propuestos en el desarrollo de la malformación de Arnold-Chiari (ACII) [7]. 
En esta malformación, la reducción marcada del volumen intracraneal da lugar a una 
fosa posterior pequeña de manera que el cerebelo es empujado hacia regiones caudales 
(foramen magnum y canal espinal superior).
Esta malformación típicamente produce una obstrucción en la salida de líquido 
cefaloraquideo (LCR) a través de la fosa posterior, produciendo así hidrocefalia. Casi 
todos los pacientes con MMC tienen ACII y la mayoría de ellos asocian también hi-
drocefalia [8].
Estas anomalías tienen gran importancia en el desarrollo del cerebro, por lo que las 
manifestaciones clínicas del MMC son distintas a las de las lesiones espinales traumáticas.
Por lo tanto, además de los defectos motores o sensitivos, el MMC asocia defectos 
cognitivos y de atención, así como tendencia a la apnea y estridor y, por supuesto, 
mayor mortalidad relacionada directamente con estos aspectos de la malformación [9].
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3. INCIDENCIA
La incidencia de los DTN (en los que el MMC es el más frecuente) es muy va-
riable y depende de aspectos étnicos, geográficos y nutricionales [10]. Generalmente 
varía entre menos de 1 a 7 por 1.000 nacidos vivos. Las tasas más altas se describen 
en China, Irlanda, Gran Bretaña, Paquistán, India y Egipto. Las niñas lo padecen más 
frecuentemente que los niños [10,11]. En EEUU, si una mujer tiene un niño con un 
MMC, el riesgo de tener otro niño con el mismo problema es de 2,5% (20 veces mayor 
que en la población general) [12].
La frecuencia de nacidos con el problema ha disminuido en los últimos años gra-
cias a la monitorización sérica de alfafetoproteina en la madre, la administración peri-
concepcional de ácido fólico y mejoras en la dieta [13].
Figura 2. Histología y organogénesis. Tecnología Médica 2012. Sanhueza M.
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4. ETIOLOGÍA
La mayor parte de los MMC son malformaciones aisladas con un origen multi-
factorial. Algunos DTN pueden aparecer formando parte de síndromes o asociados a 
cromosomopatías (Meckel-Gruber, Roberts, Jarcho-Levin, HARD, o trisomías 13 o 
18) [14].
4.1. Factores medioambientales
1)  Deficiencia de folato:
1a) Estudios prospectivos randomizados han descrito que la administración de su-
plementos de ácido fólico reduce de manera significativa el desarrollo de DTN [15].
1b) El folato sérico es menor en mujeres con gestaciones afectadas por DTN. Es-
tas pacientes presentan también concentraciones elevadas de homocisteína y ácido 
metilmandélico y concentraciones reducidas de vitamina B12 [16,17].
1c) Se ha descrito también el desarrollo de anticuerpos anti receptores de folato 
como causa de desarrollo de DTN. Sin embargo este punto se encuentra peor descrito 
que los anteriores [18].
2)  Administración de ácido valpróico o antagonistas del ácido fólico: Carbama-
cepina, Fenobarbital, Fenitonia, Primidona, Sulfasalacina o Trimetroprim [19].
3) Diabetes mellitus como causa de hipoxia y embriopatías [20].
4) Obesidad como causa de aporte insuficiente de acido fólico.
5) Hipertermia en primer trimestre por mecanismos desconocidos.
6) Bridas amnióticas como causa de disrupción de cualquier parte del feto.
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7) Otras  drogas durante el embarazo como el Clomifeno, con asociación peor 
descrita por el escaso número de casos [21].
4.2. Factores genéticos
La sospecha de factores genéticos se fundamenta en la mayor asociación de la 
malformación en gemelos monocigóticos y familiares de primer grado, y por su mayor 
frecuencia en niñas que en niños [22].
1) Polimorfismos MTHFR. Gen que codifica uno de los enzimas que regula los 
niveles de folato y homocisteína. MTHFR tiene una variante genética común que tiene 
una actividad catalítica reducida. Los pacientes homocigotos o heterocigotos de esta 
variante tienen niveles disminuidos de folato, siendo el riesgo de DTN mayor en ho-
mocigotos [23].
2) Polimorfismos MTHFD1. Gen que codifica una proteína con tres actividades 
enzimáticas con papeles importantes en el metabolismo del ácido fólico. Mediante 
mecanismos peor conocidos, las variantes de este gen se asocian con el desarrollo de 
DTN no relacionado con las concentraciones séricas de folato [24].
5. DIAGNÓSTICO PRENATAL
5.1. Screening
Los métodos de screening son dos: la monitorización sérica de AFP y la ecografía, 
que actúa como método diagnóstico y de screening.
1) Candidatas. Los DTN, en el 90-95% de los casos, ocurren en gestaciones sin 
ningún factor de riesgo, de manera que el screening basado únicamente en estos facto-
res suele ser poco útil. Todas las mujeres gestantes deben ser candidatas a métodos de 
screening de DTN [25].
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2) Riesgos y beneficios. Los DTN tienen una elevada mortalidad y morbilidad. La 
anencefalia es generalmente letal in útero o tras pocas horas del nacimiento; el encefa-
locele es generalmente letal o asocia terribles defectos cognitivos y neurológicos. En 
el MMC los defectos neurológicos, motores, sexuales, urológicos y óseos dependen 
del nivel de la lesión.
Beneficios del screening: permite a las parejas decidir sobre la interrupción legal 
de la gestación (ILE), o en caso de seguir adelante, les da la oportunidad de preparase 
para el nacimiento de un niño afectado y plantear la posibilidad de procedimientos 
prenatales [26].
Riesgos: la ansiedad relacionada con los resultados positivos y el parto pretérmino 
relacionado con los procedimientos diagnósticos que se indican después como la am-
niocentesis [27].
3) Ecografía (diagnóstico y screening). El resultado depende en parte de la lo-
calización del defecto, de la posición del feto, del volumen de líquido amniótico, del 
peso y talla maternas (la obesidad disminuye la capacidad de detección) y de la expe-
riencia y equipamiento del ecografista [28,29].
Los estudios transvaginales en el tercer trimestre describen tasas de detección para 
el MMC del 44%. Los estudios en el segundo trimestre aumentan las posibilidades de 
detección al 92-95%.
Cerca de la semana 12 o 14 pueden identificarse defectos óseos o una lesión que 
abulta en el contorno posterior de la espalda. Posteriormente a esta fecha se iden-
tifican dos signos: el del «limón», relacionado con aplanamientos laterales y fron-
tales del cráneo (flechas rojas), y el de la «banana», relacionado con la convexidad 
posterior del cerebelo (flechas amarillas) (fig. 3). Ambos signos se relacionan con la 
malformación de ACII.
Es posible describir también ventriculomegalia o microcefalia [30].
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4) Alfafetoproteina (AFP). Se trata de una proteína fetal de función desconocida 
que se sintetiza en distintas partes del organismo. Probablemente sea una proteína re-
lacionada con la inmunorregulación o una proteína de transporte [31].
La AFP puede medirse en suero materno, líquido amniótico o plasma fetal. La 
concentración en suero materno es muy inferior a la del líquido amniótico o el suero 
fetal. Aumenta durante los estadios iniciales de la gestación, alcanza un pico cerca de 
la semana 28, y seguidamente cae.
Un metaanálisis del año 2009, que incluía 684.112 mujeres gestantes en el se-
gundo trimestre, calculó una sensibilidad y especificidad del 75,1 y el 97,7%, res-
pectivamente, para la detección de MMC [32]. Si la AFP materna era superior a 2,5 
múltiplos de la mediana, el 85% de las gestaciones no gemelares tenían un feto con 
DTN [33].
Existen distintos factores que pueden modificar la interpretación: edad gestacional, 
embarazos múltiples, raza, peso materno, diabetes u otras malformaciones también 
asociadas a elevación de la proteína en suero materno como los defectos de pared ab-
dominal [34-36].
Figura 3. Eco craneal en MMC (HULP).
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5.2. Diagnóstico: Resonancia Magnética Nuclear (RM)
Aunque la ecografía es sin duda el primer arma diagnóstica, distintas razones (que 
afectan menos al diagnóstico mediante RM) como la obesidad o el oligohidramnios 
pueden entorpecer el diagnostico preciso de una malformación mediante ecografía.
Por otro lado, en distintas series, la RM describió otras malformaciones del SNC 
no sospechadas mediante ecografía y permitió diagnosticar con precisión el nivel ana-
tómico afectado [37-39].
6. SEGUIMIENTO DURANTE LA GESTACIÓN
6.1. ILE
Si se encuentra disponible en el país y en el centro, la terminación electiva del 
embarazo es una opción. Una revisión sistemática de la literatura del año 2012, que 
Figura 4. ILE en Canadá y EEUU (1990 y 2000). Birth Defects Res A Clin Mol Teratol 2012. 
Johnson 2012 [26].
I. Introducción 33
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE MADRID
recogía 17 estudios de Europa, Norteamérica, Sudamérica y Asia, concluyó que la fre-
cuencia de aborto electivo tras el diagnóstico prenatal fue del 83% para la anencefalia 
(rango 59-100%) y 63% para el MMC (rango 31-97%).
En estudios referentes únicamente a Norteamérica y Canadá, entre los años 1990 y 
2000, el MMC fue la malformación en la que con mas frecuencia se tomó está decisión 
(fig. 4) [26].
6.2. Número de ecografías durante la gestación
El seguimiento ecográfico proporciona información sobre la hidrocefalia, el tama-
ño de la cabeza fetal y el segmento afecto, permitiendo informar a la los padres y pla-
near el parto. La frecuencia de las exploraciones no está bien definida, pero la mayor 
parte de los autores sugieren una al mes como un número razonable [27].
6.3. Recurrencia
El riesgo de tener otro hijo afecto con un DTN, teniendo ya uno con el problema, 
es del 2 al 4%, frecuencia que aumenta al 10% si se tienen ya dos afectos. Las tasas de 
recidiva son mayores en países donde la malformación es más prevalente [40].
7. FISIOPATOLOGÍA DE LA MALFORMACIÓN
7.1. El neonato
El diagnostico al nacimiento es generalmente obvio ya que la lesión suele afectar 
a la región lumbar y sacra en el 80% de los casos, si bien el defecto puede afectar a 
cualquier parte de la columna.
Al nacimiento la placa neural tiene el aspecto de un saco que protruye y que contie-
ne meninges, LCR y raíces nerviosas bajo el tejido neural displásico [41].
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7.2. Anatomía de la lesión
El tejido neural expuesto puede ser plano o encontrase elevado por LCR. En re-
giones craneales a la lesión, la médula se encuentra cerrada. En la región cefálica del 
defecto suele hallarse un pequeño orificio que corresponde a la entrada al canal cen-
tral. Los nervios motores se encuentran ventrales y mediales. Los nervios sensitivos 
se encuentran en las regiones laterales de la lesión. En los bordes laterales, la lesión 
generalmente se encuentra unida a meninges displásicas y a piel (fig. 5) [41].
7.3. Déficits neurológicos
En el MMC los problemas neurológicos suelen estar presentes al nacimiento, sin 
embargo pueden empeorar de manera evolutiva como consecuencia del desarrollo de 
hidrocefalia o de médula anclada. Establecer inicialmente estos problemas y relacio-
narlos con el nivel espinal es de gran importancia para conocer su evolución y prevenir 
su progresión [42].
Figura 5. Sección axial del defecto. Clinical Gate. Sutton 2015.
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7.4. Médula espinal
Los defectos neurólogicos relacionados con el daño medular generalmente afectan 
al tronco, las piernas, la vejiga y el intestino. Suelen ser defectos graves en forma de 
parálisis y déficitis sensitivos. La vejiga y el intestino se encuentran afectados en el 
97% de los pacientes, y la clínica suele ser de incontinencia urinaria y fecal o de vejiga 
neuropática [43].
Algunos segmentos de la médula espinal afectada conservan algunas conexiones 
con el SNC y tienen una función parcial, produciendo movimientos voluntarios ais-
lados o sensibilidad en determinadas zonas. La tendencia a la espasticidad muscular 
puede precisar procedimientos quirúrgicos [42].
7.5. Tronco cerebral
Muchos pacientes con MMC presentan disfunciones del tronco relacionadas con la 
malformación de ACII en forma de dificultad para tragar, paresia de cuerdas vocales, 
episodios de apnea, estrabismo o debilidad en la musculatura facial. En las formas 
graves, puede asociarse también a debilidad de las extremidades inferiores [44].
Figura 6. Corte histológico (HE) de región lumbar en MMC en modelo animal.
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7.6. Hidrocefalia
El 90% de los pacientes con MMC presentan aumento del tamaño de los ventrícu-
los laterales relacionado con la malformación de ACII. El riesgo de desarrollar hidro-
cefalia en los pacientes con defectos sacros es más pequeño que en los que presentan 
Figura 7. ACII en modelo animal.
Figura 8. Hidrocefalia en modelo animal de MMC.
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lesiones más altas. La hidrocefalia precisa intervenciones quirúrgicas repetidas para la 
colocación y revisión de válvulas de derivación ventrículo-peritoneal (DVP) y es una 
causa importante de mortalidad en la malformación [45,46].
8. TRATAMIENTO
8.1. Vía del parto
El parto por cesárea se indica en los casos en los que existe sospecha de despro-
porción, y aunque no existen criterios rígidos, pueden ser orientativos los siguientes 
datos: circunferencia cefálica mayor de 40 cm y diámetro biparietal mayor de 12 cm.
Un estudio retrospectivo que comparó 47 niños con el diagnóstico prenatal de 
MMC aislado nacidos mediante cesárea programada con 113 pacientes históricos con 
MMC con diagnostico postnatal y parto vaginal, llegó a la conclusión de que el nivel 
de afectación fue dos niveles mejor en los pacientes que nacieron por cesárea. Sin em-
bargo, por el diseño del estudio, es posible que diversas actuaciones en la sala de partos 
o intervenciones quirúrgicas mejoradas modificaran a mejor el pronóstico final de los 
niños con diagnóstico prenatal [47].
Actualmente, no hay ningún estudio que de manera sólida demuestre ventajas en 
una vía u otra. Si no existe desproporción por hidrocefalia, la vía vaginal es aceptable 
y se trata básicamente de una decisión obstétrica.
8.2. Tratamiento del neonato
Inmediatamente tras el parto la lesión debe ser explorada para conocer su localiza-
ción, aspecto y observar si existe salida de LCR. Se deben usar guantes sin látex, y el 
defecto debe ser cubierto con una gasa con suero salino, si bien también están descritas 
cubiertas plásticas para minimizar la pérdida de calor. La posición del neonato debe 
evitar presiones prolongadas sobre la lesión [48].
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La exploración del neonato debe incluir:
1) Observación de actividad espontánea.
2) Reflejos tendinosos.
3) Estado neurológico según el nivel de afectación.
4) Signos de hidrocefalia y de ACII, mediante clínica y exploraciones radiológicas.
5) Cifosis y contracturas en extensión o flexión de las extremidades [42]
El tratamiento inicial incluye la administración de un antibiótico de amplio espec-
tro que disminuya los riesgos de infección del SNC. Existe evidencia de reducción en 
la incidencia de ventriculitis (1% vs 19%) si se administra un antibiótico profiláctico 
en pacientes en los que el cierre se realiza tras 48h del nacimiento [49].
El cierre quirúrgico debe hacerse generalmente antes de las 72 h de vida. La técnica 
habitual suele incluir la aproximación de los aspectos laterales de la placa neural para 
crear un tubo neural. El defecto quedará cubierto con una capa dura y una de piel. Las 
complicaciones de este procedimiento incluyen: fuga de LCR, infección y quistes de 
inclusión [42,50].
8.2.1.  Hidrocefalia
Tras el cierre del defecto muchos neonatos desarrollan distintos grados de hidro-
cefalia. El seguimiento de este problema se realiza mediante exploración física y me-
diante pruebas de imagen: ecografía, RM y tomografía axial computerizada (TAC). La 
técnica de seguimiento habitual suele ser la ecografía [43].
1)  Si el neonato se encuentra estable sin clínica de apnea, dificultad para la de-
glución y buenas respuestas en la exploración neurológica, el paciente debe 
continuar su seguimiento.
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2)  Sin embargo, un aumento progresivo de la hidrocefalia asociada a inestabilidad, 
apnea, estridor, vómitos o dificultades para la alimentación debe ser tratado ge-
neralmente mediante una derivación ventrículo peritoneal (DVP).
Aproximadamente un 60% de los pacientes necesitarán una DVP a lo largo de su 
vida. El resto, no asociarán alteraciones en el desarrollo cognitivo por esta razón. En 
algunos pacientes en los que existe evidencia de una hidrocefalia severa y progresiva 
muy precoz, es posible la colocación del shunt inicialmente durante el cierre del de-
fecto [51,52].
El malfuncionamiento de la DVP puede ser diagnosticado mediante:
1)  Aumento de tamaño ventricular respecto a las pruebas de neuroimagen anteriores.
2) Letargia o edema de papila.
3) Cambios en el shunt observados en radiología simple.
4) Aumento de presión en el LCR.
5) Sintomatología de vómitos, letargia o dolor de cabeza persistente.
Las alteraciones en la función del shunt suelen deberse a la obstrucción del catéter de 
derivación, y el tratamiento es quirúrgico. Los problemas relacionados con la infección 
deben tratarse mediante antibióticos y ocasionalmente, externalización del catéter [53].
8.2.2. ACII
El número de pacientes que precisan descompresión por clínica relacionada con el 
ACII es pequeño (5-10%). La clínica en ocasiones es inespecífica y debe diferenciarse 
de la relacionada con el malfuncionamiento valvular. Los abordajes quirúrgicos son va-
riados: descompresión ósea, apertura de la dura o colocación de métodos de soporte [54].
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8.2.3.  Alteraciones cognitivas
El MMC puede influir en el desarrollo cognitivo mediante:
1) Alteraciones en el desarrollo cerebral relacionadas con el ACII [55].
2) Hidrocefalia [55,56].
3) Infecciones valvulares [57].
Los pacientes con MMC suelen tener coeficientes de inteligencia normales, si bien 
muchos de ellos experimentan alteraciones en aprendizaje. Dentro de estas se encuen-
tran déficits de atención y ejecución de tareas, y problemas de memoria retrospectiva 
y prospectiva [58]. Estas dificultades pueden interferir en la maduración de la persona 
en distintos aspectos y limitar el aprendizaje de habilidades necesarias para la indepen-
dencia, lo que tiene repercusiones para el resto de la familia [59].
9.  VÍAS PARA ESTUDIAR LOS EFECTOS BENEFICIOSOS 
DEL TRATAMIENTO PRENATAL
En el cierre prenatal del defecto se describen los siguientes efectos beneficiosos:
1)  La disminución del daño neural espinal progresivo relacionado con la exposi-
ción al líquido amniótico [60].
2)  La disminución de los efectos perjudiciales de la fuga de LCR sobre el ACII y 
la hidrocefalia [61] .
Otros problemas evolutivos tratados más tardíamente en estos pacientes son: la 
médula anclada, los problemas urológicos, la incontinencia fecal y los problemas or-
topédicos [62]. Ninguno de ellos será tratado de manera específica en este trabajo al 
encontrarse todos ellos fuera de sus límites y alejados de nuestros objetivos.
I. Introducción 41
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE MADRID
Hablaremos sin embargo en profundidad de:
1)  Las bases fisiopatológicas de la hidrocefalia, las alteraciones cognitivas y el ACII.
2)  Las bases fisiopatológicas del daño neuronal espinal prenatal, incluyendo algu-
nos aspectos del daño neural espinal traumático en contextos postnatales.
Para el estudio de cada punto hemos usado un modelo animal distinto:
1)  En el estudio de las alteraciones cerebrales utilizamos un modelo quirúrgico en 
un animal grande (oveja). El modelo quirúrgico no reproduce ninguna de las 
alteraciones genéticas relacionadas con el desarrollo de la malformación, pero 
sin embargo nos ha permitido estudiar de manera aislada los efectos sobre el 
desarrollo cerebral de uno de los factores prevenibles mediante cirugía fetal: 
la pérdida de LCR [63]. Por otro lado, su tamaño nos ha permitido desarrollar 
algunas técnicas de cobertura prenatal potencialmente aplicables al humano.
2)  En el estudio de las alteraciones espinales utilizamos el modelo teratogénico en 
rata. El modelo reproduce muchos de los aspectos de la malformación en humanos 
siguiendo probablemente vías semejantes [64]. Este modelo nos ha permitido traba-
jar con un número elevado de animales para estudiar el daño medular y la respuesta 
de los macrófagos residentes locales del tejido expuesto al líquido amniótico.
10.  ALTERACIONES COGNITIVAS EN EL MMC. MALFORMACIONES 
DESCRITAS EN MODELOS ANIMALES
Las alteraciones cognitivas asociadas al MMC suelen ser la dificultad en el apren-
dizaje y déficit de memoria; su patogénesis no es bien conocida y es descrita general-
mente asociada a hidrocefalia [65].
Existen solo unos pocos estudios que describan profundamente las alteraciones 
cognitivas del MMC y su asociación con alteraciones en el desarrollo neuronal cere-
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bral [66]. Las alteraciones cerebrales descritas en modelos animales son únicamente 
macroscópicas e inespecíficas [67].
Varios modelos experimentales de hidrocefalia en ratas han descrito déficit motor 
y de aprendizaje progresivo y proporcional a la severidad de la hidrocefalia; en estos 
trabajos, el déficit neurológico puede ser evitado o incluso revertido con el estableci-
miento de una DVP en el periodo postnatal. Las alteraciones morfológicas descritas 
por estos modelos son básicamente alteraciones corticales en forma de muerte celular 
y degeneración axonal. Todos ellos se basan en la inyección intraventricular de la sus-
tancia aluminada Kaolín, que produce una respuesta inflamatoria meníngea rápida con 
obstrucción de la salida del cuarto ventrículo [68,69].
La única referencia existente en el caso del MMC describe, en un modelo de oveja, 
cierta disminución en la densidad axonal de la fimbria en un número reducido de ani-
males, y sin posibilidad de establecer conclusiones sobre el beneficio en este sentido 
del cierre prenatal del defecto [67].
El MMC y el estudio de su tratamiento prenatal han sido orientados siempre hacia 
los beneficios motores o las repercusiones groseras observadas en cerebro y cerebelo.
La existencia en el MMC de déficits cognitivos no verbales orientaría la búsqueda 
de alteraciones en la sustancia blanca de ambos hemisferios, así como en la integridad 
del cuerpo calloso. Por otro lado, la relación entre el MMC y el ACII podría orientar, 
a su vez, la búsqueda hacia aquellas regiones que, por encontrarse cercanas a los ven-
trículos, tengan mas probabilidades de ser dañadas, y cuya alteración explicaría en 
parte los trastornos por déficit de atención y memoria a corto y largo plazo descritos 
en humanos. Por último, el déficit de funciones ejecutivas llevaría a buscar también 
alteraciones en el desarrollo neuronal en la corteza prefrontal.
El estudio de las alteraciones cerebrales en el desarrollo cortical en el modelo ani-
mal de MMC está pendiente. Enriquecer el modelo en este sentido aproximaría los 
estudios experimentales a la práctica clínica y nos permitiría comprobar de manera 
completa el beneficio del cierre prenatal del defecto.
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11.  TEORÍAS FISIOPATOLÓGICAS SOBRE LA LESIÓN 
PROGRESIVA DEL TEJIDO NEURAL EN EL MMC Y CAMBIOS 
HISTOPATOLÓGICOS BÁSICOS EN LA LESIÓN MEDULAR
Las primeras observaciones que sugirieron que el daño medular fetal era progresi-
vo, se basaron en la disminución ecográfica de movilidad en extremidades inferiores a 
lo largo de la gestación [70].
La evidencia en modelos animales describió el deterioro estructural en lesiones tar-
días y la preservación de tejido en momentos iniciales, sugiriendo incluso que la lesión 
podría empeorar al existir contacto al final de la gestación con orina y meconio [71].
En humanos, los estudios con microscopia electrónica sobre fetos con MMC muer-
tos en distintos estadios de la gestación, describieron preservación inicial y desestruc-
turación final con áreas de necrosis, vacuolización y hemorragia [61].
Los astrocitos constituyen un elemento funcional crítico en el SNC. En situaciones 
de daño tisular, los astrocitos experimentan cambios celulares y bioquímicos necesa-
rios para el proceso de reparación.
Sus funciones generales incluyen monitorización del ambiente tisular en busca de 
patógenos, manteniendo la homeostasis, fagocitosis de células muertas, y respuesta a 
los cambios del ambiente local modificando su comportamiento mediante interleuci-
nas proinflamatorias y antiinflamatorias [72].
La proteína acídica gliofibrilar (GFAP en inglés) es una proteína estructural de los 
astrocitos que puede ser un marcador útil para varios tipos de daño cerebral y de mé-
dula espinal. Varios estudios experimentales sugieren que la destrucción de la medula 
espinal expuesta en el MMC se puede evaluar mediante inmunohistoquímica con anti-
cuerpos anti-GFAP o por determinación de sus niveles en el líquido amniótico [73,74]. 
Además, la terapia antiinflamatoria con corticoides ha mostrado efectos beneficiosos 
en un modelo experimental de MMC mediante un mecanismo inhibitorio sobre astro-
citos registrado mediante la disminución de síntesis de GFAP [75].
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Durante el desarrollo, un tipo de macrófagos residentes en el SNC, la microglía, 
elimina células apoptóticas y conexiones neurales inapropiadas, ayudando a definir el 
SNC maduro. Son muy sensibles a cambios en el SNC [76]. Dependiendo de su estado 
funcional, la microglía adquiere diferentes formas [77] que pueden ser estudiadas me-
diante algunas técnicas de inmunohistoquímica (Iba-1) [78,79].
Disponer de métodos de cuantificación del daño tisular en este contexto y conocer 
el comportamiento de la microglía en el MMC fetal, permitiría establecer algunas 
bases para conocer la efectividad de distintos tratamientos con los que podría comple-
tarse la cobertura prenatal del defecto espinal.
12.  RIESGOS MATERNOS DURANTE LA CIRUGÍA FETAL Y LA 
NECESIDAD DE EXPLORAR ABORDAJES ENDOSCÓPICOS
La morbilidad materna aparece relacionada generalmente con el parto pretérmi-
no y el tratamiento de éste. El efecto secundario más frecuente es el edema agudo 
de pulmón tras el tratamiento con fármacos tocolíticos, siendo el efecto del fármaco 
reversible, generalmente, con tratamiento adecuado en una unidad de cuidados inten-
sivos. Este tipo de complicaciones son mucho menos frecuentes en procedimientos 
fetoscópicos que en cirugía fetal abierta; de hecho ha sido descrita la necesidad de 
tratamiento tocolítico únicamente en un 8% de los procedimientos fetoscópicos frente 
a un 55-60% de los procedimientos mediante cirugía abierta [80].
Existen pocos estudios que describan el impacto de la cirugía fetal sobre la madre; 
el más extenso en este sentido fue realizado en el año 2004 por cirujanos del Hospital 
de la Universidad de San Francisco (UCSF). En este estudio se analizó la mortalidad 
y morbilidad materna según los distintos tipos de intervención. Se llevó a cabo un 
estudio retrospectivo de 187 intervenciones realizadas entre julio de 1989 y mayo del 
2003; fueron 87 casos de cirugía fetal abierta, 69 con técnicas endoscópicas y 31 con 
técnicas percutáneas. Los procedimientos endoscópicos, incluso con laparotomía (sin 
histerotomía), presentaron una morbilidad menor estadísticamente significativa frente 
a los abiertos, en términos de: cesárea en el parto (58,8% vs 94,8% p<0,001), requeri-
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mientos de una unidad de cuidados intensivos (1,4% vs 26,4%, p<0,001), estancia en 
el hospital (7,9 vs 11,9 días, p<0,05) y corioamnionitis (2,9% vs 12,6%, p<0,05) [81].
El principal problema asociado a la histerotomía es el parto pretérmino y la fi-
siopatología de esta asociación no es bien conocida. El tratamiento con terbutalina, 
sulfato de magnesio, indometacina o nifedipino ha sido relativamente ineficaz en el 
parto pretérmino tras histerotomía comparado con la utilidad de los mismos fármacos 
en el tratamiento del parto pretérmino sin histerotomía previa. La nitroglicerina i.v. es 
un potente tocolítico pero, sin embargo, necesita un riguroso control hemodinámico 
materno y su uso es complejo.
La corioamnionitis es el siguiente problema en frecuencia tras el parto pretérmino. 
Tanto el parto pretérmino como la corioamnionitis pueden poner en peligro la gesta-
ción y la propia vida de la madre; por esta razón, en las referencias recientes existe una 
tendencia clara hacia las intervenciones fetales orientadas al ámbito puramente endos-
cópico, reservando la cirugía fetal abierta para casos excepcionales [82].
13.  BREVE HISTORIA DEL TRATAMIENTO PRENATAL DEL 
MIELOMENINGOCELE E INTRODUCCIÓN A LA SITUACIÓN 
ACTUAL DEL PROBLEMA EN LA CLÍNICA
A mediados de los años 80, un grupo de cirujanos de California, liderados por 
Michael Harrison, comenzó a plantear la posibilidad de tratar prenatalmente algunas 
malformaciones congénitas con consecuencias postnatales predecibles. Uno de sus 
objetivos fue el MMC. La razón principal que argumentaban era la bien descrita dis-
minución ecográfica de movimiento en las extremidades inferiores a medida que la 
gestación avanza [70]. Siguiendo el planteamiento que tuvieron con todas las malfor-
maciones fetales, desarrollaron un modelo animal en el que probar distintas técnicas de 
reparación o cobertura prenatal. El animal elegido fue la oveja y durante estos primeros 
años todos los trabajos giraron en torno a este modelo quirúrgico [63]. A mitad de la 
gestación actuaban sobre el feto realizando una laminectomía lumbar con exposición 
de la médula, que seguidamente cubrirían, o no, un mes después. El modelo resultó 
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un éxito enorme al presentar numerosas similitudes con la enfermedad humana. La 
médula no tratada recordaba histológicamente a la del MMC en humanos; la disposi-
ción de las meninges y del tejido neural expuesto era idéntica y los grados elevados de 
aplanamiento, fibrosis y gliosis recordaban los de los MMC nacidos a término [60]. 
La clínica, por supuesto, acompañaba estos hallazgos, y los corderos neonatos eran 
parapléjicos e incontinentes [63]. El estudio en el modelo del SNC fue también exito-
so; los animales no tratados tenían herniación cerebelosa y algunas alteraciones en el 
desarrollo axonal cerebral [67].
Establecido el modelo, a mediados de los 90 se comenzó a trabajar sobre éste con 
un cierre prenatal semejante a la cirugía postnatal en humanos: cierre con sutura con-
tinúa en dos capas, una de dura y otra de piel. El resultado del cierre prenatal fue muy 
satisfactorio, se recuperaba la funcionalidad de las extremidades inferiores y la histo-
logía medular y se evitaba la progresión de la herniación cerebelosa [60].
Los trabajos experimentales de grupos españoles, como los del Hospital Vall d’He-
bron y el Clínic, utilizaron inicialmente el modelo fetal de conejo. Estos describían los 
efectos de la exposición al meconio y el potencial efecto beneficioso de la cobertura 
prenatal, los corticoides y el parto pretérmino [83,84]. El modelo teratogénico en ra-
tón y rata fue desarrollado principalmente por el Children’s Hospital of Philadelphia 
(CHOP) [85,86]. Este reproduce de manera congénita y fidedigna el defecto lumbar 
probablemente al interferir en los mecanismos de expresión génica que, aunque no 
bien conocidos, deben tener similitudes con los de la enfermedad humana. La principal 
fuerza de este modelo es, por supuesto, el estudio de la etiopatogenia de la malforma-
ción; de hecho nos ha mostrado la sorprendente preservación del tejido neural expues-
to en estadios muy precoces de la gestación y su deterioro progresivo a medida que 
ésta avanza. Por lo tanto, la cantidad de evidencia experimental que da protagonismo 
al daño secundario frente al primario es considerable.
Con una buena parte de esta información disponible a finales de los años 90, Tuli-
pan y Bruner [87,88] del grupo de la Universidad de Vanderbilt y Adzick y Sutton [8] 
del CHOP describieron los primeros procedimientos en humanos. Los resultados ini-
ciales mejoraron la conformación de cerebro y cerebelo en la RM prenatal y describie-
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ron la disminución de la necesidad de colocación de una VDP. Los resultados fueron 
muy prometedores; sin embargo, los criterios de inclusión cambiaban entre centros y 
los controles usados eran históricos y, por lo tanto, los resultados, cuestionables.
El tratamiento mediante cirugía fetal abierta de una patología no letal con resultados 
poco sólidos fue rápidamente puesto en duda. Scott N. Adzick, del grupo de Filadelfia, 
lideró la creación de un ensayo de gran envergadura que viniera a solventar las dudas 
que existían sobre un procedimiento que él había desarrollado desde sus orígenes [89]. 
En el año 2003, con ayuda del Instituto de Salud Americano (NIH), se puso en marcha 
el MOMS (Management of Myelomeningocele Study). Este estudio, prospectivo y 
randomizado, se limitó a solo los 3 centros que estaban realizando ese tipo de cirugía 
fetal abierta en esos momentos, e incluyó a 100 pacientes en la rama del tratamiento 
prenatal y 100 en la del tratamiento postnatal. Sus objetivos, aunque centrados en el 
desarrollo cognitivo, la funcionalidad de las extremidades inferiores y la necesidad de 
colocación de una VDP, incluían también varios objetivos secundarios relacionados 
con la socialización y la calidad de vida. Durante los últimos años, decenas de perso-
nas han trabajado en Filadelfia, San Francisco y Vanderbilt dedicadas en exclusiva al 
correcto desarrollo del ensayo y al seguimiento de estos pacientes. El camino que han 
seguido ha sido más largo y complejo que el ideado originalmente. Los problemas de 
inclusión, principalmente la necesidad de hacer la cirugía entre las semanas 19 y 25, 
plantearon discrepancias entre los grupos originales que se solucionaron con la salida 
del estudio de algunos de ellos. En diciembre de 2010, el estudio se detuvo al haberse 
alcanzado resultados significativamente superiores en la rama del tratamiento prenatal 
antes de llegar al número 200. Por lo tanto, en el contexto del ensayo clínico, la rama 
de la cirugía postnatal obligatoria dejaba de ser éticamente aceptable, por lo que a par-
tir de ese momento, los padres debían decidir sobre el tratamiento con sus beneficios y 
riegos basándose en los datos disponibles.
Los resultados finales del MOMS fueron descritos e ilustrados ampliamente en 
febrero del 2011, en el New England Journal of Medicine [90]. El tratamiento prenatal 
había conseguido disminuir de manera significativa la necesidad de colocación de una 
DVP, mejorar el desarrollo cognitivo y el desarrollo funcional de extremidades infe-
riores, así como muchos otros objetivos secundarios. Los riesgos para la madre y la 
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gestación fueron semejantes a los descritos previamente con otras cirugías fetales y se 
centraron, básicamente, en el parto pretérmino, por oligohidramnios o rotura prema-
tura de membranas.
La solidez del estudio americano nos obligó a reconocer y ofrecer esta posibilidad 
terapéutica, pero también a informar a los padres con la cautela obligada sobre un pro-
cedimiento beneficioso para el pronóstico de su niño pero que puede no alcanzar sus 
expectativas de mejoría. En la reunión del grupo internacional de medicina y cirugía 
fetal (IFMSS) de mayo del 2012, los mismos tres grupos americanos expusieron su 
MOMS-2; segundo estudio, también financiado por el Instituto de Salud Americano, 
que seguirá a estos niños hasta los 8 años de vida buscando, entre otras cosas, mejoría 
en la clínica urológica.
En este sentido ha sido descrita recientemente la mejoría en el grosor del detrusor 
aunque aún sin mejoría clínica aparente. En un seguimiento de 115 pacientes que par-
Figuras 9 a 12. Resultados de deambulación, herniación, rotura prematura y oligohidramnios 
en el MOMS [90].
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ticiparon en el MOMS trial, el tratamiento prenatal describió una reducción no signi-
ficativa en la necesidad de sondaje intermitente a los 30 meses (38% de cirugía fetal 
vs 51% en el tratamiento postnatal; R 0,74, 95% CI 0,48-1,12). Estos participantes 
continúan hoy en seguimiento para conocer efectos a largo plazo de función vesical, 
sexual y cognitiva [91].
Distintos centros han descrito métodos de cobertura poco invasivos para el feto, 
basados generalmente en la reparación del defecto mediante un parche fijado al defec-
to con un sellante quirúrgico biodegradable [92,93]. El futuro de este tratamiento pasa 
por encontrar una técnica fetoscópica de cobertura prenatal mínimamente invasiva que 
reduzca la incidencia de parto pretérmino.
Entre el año 2011 y el 2016, grupos de Estados Unidos (Tejas y Cincinnati), Ale-
mania (Giessen y Bonn) [94,95], Brasil (Sao Paulo) [96,97] y España (Barcelona) [98] 
han comunicado y/o publicado procedimientos fetoscópicos exitosos.
Con distintas modificaciones, todos ellos fueron semejantes al siguiente diagrama:
Guiado por ecografía y con dos o tres trócares y medio gaseoso. Variando en la 
realización o no de laparotomía, las particularidades y los autores se resumen en el 
siguiente cuadro:
Figura 13. IFMSS 2013. Pedreira.
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Los procedimientos fetoscópicos asociarían beneficios semejantes a los de la ci-
rugía abierta, reduciendo los riesgos de sus principales complicaciones. La dificultad 
extrema de estas técnicas centralizará aún más los casos.
Será difícil hacer descripciones muy superiores a las de la cirugía abierta en re-
sultados y niveles de evidencia [99], sin embargo los procedimientos fetoscópicos 
ganarán aceptación. Probablemente, prevalecerán las dos técnicas, cada una con sus 
ventajas e inconvenientes.
A largo plazo, los métodos que disminuyan el grado de fibrosis y gliosis medular 
tendrán también un papel principal. Este efecto se puede conseguir mediante el uso 
de fármacos inmunosupresores o de terapia celular con células madre que mejoren el 
crecimiento neural o que incluso se diferencien hacia glía o tejido óseo, consiguiendo 
regeneración en lugar de cicatrización. Actualmente, distintos grupos mundiales tra-
bajan en estas líneas de mejora del entorno que favorezca la recuperación del tejido 
neural [100-103].
Figura 14. Tabla resumen de procedimientos fetoscópicos.
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14. MODELOS ANIMALES FETALES
Oveja (modelo quirúrgico)
El modelo de oveja fue descrito por primera vez por el cirujano pediátrico Martin 
Meuli, antiguo alumno de UCSF y del Dr. Harrison. En mitad de la gestación realizo 
una laparotomía y una histerotomía a una oveja preñada; tras exponer la región lumbar 
fetal realizó una laminectomía con apertura de la dura hasta la observación de salida 
de LCR. El modelo fue un enorme éxito al reproducir con gran precisión anatómica 
la lesión observada en humanos y asociar gran cantidad de la clínica: paraplejia, in-
continencia y ACII [63]. No se observaron inicialmente alteraciones en el desarrollo 
cortical ni hidrocefalia. El modelo quirúrgico no reproduce la etiopatogenia del hu-
mano, pero sin embargo, al tener gran tamaño, permitió desarrollar distintas técnicas 
quirúrgicas potencialmente aplicables en la clínica [60]. Por otro lado, la similitud de 
los hallazgos encontrados en un modelo que podríamos considerar tosco en la repro-
ducción de la malformación, dio un enorme empuje a la importancia del daño tardío o 
evolutivo (second hit) en el desarrollo del cuadro encontrado en humanos.
Se trata de un modelo costoso desde el punto de vista económico al precisar dos o 
tres intervenciones sobre la madre, requiriendo supervivencia y siendo escaso el nú-
mero de animales obtenidos tras mucho esfuerzo.
Rata (modelo teratogénico)
El modelo en rata consiste en la administración de acido retinoico (AR) a la madre 
gestante el día 8 (en una gestación de 21 días). De esta manera un número indeter-
minado de fetos (generalmente mas del 50%) nacen con defectos de cierre del tubo 
neural tipo MMC lumbar. Los mecanismos de actuación del teratógeno no son bien 
conocidos, pero probablemente deben de tener similitudes con la enfermedad humana. 
Anatómicamente, la lesión lumbar es exacta y distintos autores han encontrado alte-
raciones en el desarrollo del troncoencéfalo y de la vejiga [86]. Algunos autores han 
estudiado también en él alteraciones en la concentración de GFAP en líquido amnióti-
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co. Es un modelo muy bueno al proporcionar gran número de especímenes de manera 
sencilla y barata. Como desventajas, es necesario afinar el momento de administración 
del teratógeno según la edad gestacional lo que no es sencillo, ya que pequeñas modi-
ficaciones horarias pueden influir y no es siempre posible conocer el momento exacto 
de la fecundación. Otro inconveniente es el tamaño, los procedimientos fetales sobre 
el defecto han de hacerse cuando el feto tiene un tamaño mínimo (día 17 o 18) lo que 
es muy tardío en una gestación de 21 días y aun así se encuentran muy limitados por la 
fragilidad del tejido. Es un modelo excelente para estudiar mecanismos fisiopatológi-
cos de la malformación y experimentar procedimientos fetales sencillos.
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II. HIPÓTESIS
1. HIPÓTESIS
1.1. Hipótesis conceptual
1) En el modelo quirúrgico de MMC (oveja) no corregido prenatalmente existen 
alteraciones en el desarrollo cortical cerebral que podrían explicar las alteraciones cogni-
tivas que observamos en humanos. Estas alteraciones podrían prevenirse mediante méto-
dos de cobertura prenatal abiertos o fetoscópicos potencialmente aplicables en humanos.
2) En el modelo quirúrgico de MMC (oveja) es posible corregir prenatalmente el 
defecto espinal asociando el uso de matrices utilizables en humanos que, situadas en la 
región ependimaria, tengan la capacidad teórica de transportar sustancias inmunomo-
duladoras o promover el crecimiento axonal.
3) En el modelo teratogénico de MMC (rata) es posible cuantificar el daño tisular 
progresivo del tejido expuesto y la respuesta evolutiva de sus macrófagos residentes 
locales frente a la lesión.
1.2. Hipótesis operativa
1) En el modelo quirúrgico de MMC (oveja) no corregido prenatalmente se obser-
van alteraciones en el desarrollo cortical mediante técnicas histológicas (Hematoxili-
na-eosina, HE), descripción de circunvoluciones, hidrocefalia y peso cerebral. Estas 
alteraciones podrían prevenirse mediante el cierre prenatal del defecto usando técnicas 
fetoscópicas con pegamento biológico, o cirugía fetal abierta con reconstrucción de la 
lesión con dos caspas de dura y piel.
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2) En el modelo quirúrgico de MMC (oveja) es posible corregir prenatalmente el 
defecto espinal asociando el uso de matrices biodegradables compuestas por nanofi-
bras. Las matrices podrían ser diseñadas en forma de arco para quedar dispuestas den-
tro del epéndimo, y cubiertas por una sutura continua de dura sin producir respuesta 
inflamatoria en el tejido adyacente.
3) En el modelo teratogénico de MMC (rata) es posible cuantificar el daño tisular 
del tejido expuesto mediante HE y escalas de lesión medular a lo largo de la gestación 
(E15, 17, 19 y 21) y la respuesta evolutiva de sus macrófagos residentes locales frente 
a la lesión mediante técnicas inmunohisoquímicas específicas para microglía (iba-1).
1.3. Hipótesis estadística
1) La primera hipótesis nula es que no encontremos en el modelo quirúrgico de 
MMC (oveja) no corregido prenatalmente las lesiones en el desarrollo cerebral que 
podrían explicar las alteraciones cognitivas que observamos en humanos. La hipótesis 
alternativa es que sí las encontremos.
2) La segunda hipótesis nula es que, en el modelo quirúrgico de MMC (oveja), 
el defecto no pueda ser cubierto usando matrices que queden incorporadas al tejido 
medular. La hipótesis alternativa es que sí sea posible.
3) La tercera hipótesis nula es que no sea posible cuantificar el desarrollo de la 
lesión ni la evolución de la microglia en el defecto lumbar del modelo teratógenico 
(rata), o que, pudiéndose, no hubiera daño medular o este no fuera progresivo. La hi-
pótesis alternativa es que pueda cuantificarse y la evolución sea progresiva a lo largo 
de la gestación.
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1) Describir en un modelo quirúrgico de MMC en oveja mediante técnicas des-
criptivas y de histología convencional, alteraciones en el desarrollo cerebral que po-
drían explicar las alteraciones cognitivas observadas en humanos, así como intentar su 
prevención mediante técnicas de cirugía fetal aplicables en la clínica.
2) Describir en un modelo quirúrgico de MMC en oveja mediante técnicas de his-
tología convencional la cobertura fetal del defecto lumbar usando matrices que puedan 
favorecer la regeneración neuronal.
3) Describir en un modelo teratogénico de MMC en rata mediante técnicas de 
histología convencional (HE y escalas de lesión medular) e inmunohistoquímica (iba1 
para microglía), la evolución de la lesión tisular espinal y de la respuesta inflamatoria 
local.
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IV. MATERIAL Y MÉTODOS
1. MODELO QUIRÚRGICO (OVEJA) EN EL ESTUDIO DEL CEREBRO
Las ovejas preñadas fueron trasladadas a nuestras instalaciones una semana antes 
de la cirugía con acceso libre a comida y agua hasta las últimas 24 horas previas a la 
intervención. En todos los casos realizamos un estudio ecográfico que confirmara y 
datara la gestación mediante diámetros óseos y craneales. Las ovejas fueron intubadas 
y anestesiadas con Propofol (10 mg/kg) e Isofluorano 2-2,5% CAM con oxígeno a 
2 L/min. El dolor postoperatorio fue diagnosticado mediante cambios en el compor-
tamiento y la marcha, y tratado con parches epicutáneos de Fentanilo. La creación del 
defecto consistió en la realización de una laminectomía lumbar bilateral con apertura 
de la duramadre seguida de una mielotomía media hasta observar la salida de LCR. La 
longitud total del defecto fue de unos 3 cm (fig. 15).
Realizamos el defecto en 25 animales entre los días 60 y 80 de gestación; en 15 
casos (15/25, 60%) éste no fue corregido prenatalmente (grupo A) (fig. 16).
Figura 15. Ovejas en nuestro animalario y esquema del modelo [63].
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En 5 (5/25, 20%) el defecto fue corregido mediante cirugía fetal abierta con dos 
suturas continuas de dura y piel (grupo B) (fig. 17).
En 5 (5/25, 20%) mediante la aplicación abierta de un pegamento biológico (grupo 
C) [104] (fig. 18).
Figura 16. Defecto lumbar.
Figura 17. Cierre mediante cirugía abierta
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Las gestaciones continuaron hasta el día 140. Los corderos vivieron durante las 
primeras 24 horas durante las que se estudió la presencia de alteraciones en la marcha 
y seguidamente fueron sacrificados y perfundidos con Paraformaldehído al 7% y el 
SNC fue extraído en un bloque cerebro-medula.
Los cráneos fueron explorados externamente y seccionados en su línea media en 
busca de malformación de ACII, descrita como tejido cerebelar bajo el foramen mág-
num [105].
Los cerebros fueron seccionados en su línea media y se tomaron fotografías de 
sus planos laterales y sagitales, para posterior estudio de alteraciones groseras en la 
migración celular e hidrocefalia (cámara Nikon D40x). Los patrones de circunvolu-
ciones fueron divididos en normal, circunvoluciones por debajo en número, aplana-
das y engrosadas (paquigiria) y circunvoluciones excesivas en número, irregulares 
de profundidad variable (polimicrogiria). La nomenclatura de las circunvoluciones y 
surcos en el cerebro de la oveja ha sido descrita por varios autores; nosotros elegimos 
la de Louw [106], por ser la vigente, y por considerar descripciones de otros autores 
anteriores [107,108].
Figura 18. Aplicación abierta del pegamento.
66 José Luis Encinas Hernández
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE MADRID
Tabla 1. Clasificación de Louw
Lateral/Craneal Medial
 1 F Sylvia
 2 S Presylvius
 3 G Sylvius rotralis
 4 S Suprasylvius
 5 G Suprasylvius
 6 G Obliquus caudalis
 7 G Obliquus rostralis
 8 S Obliquus
 9 S Ectosylvius
10 G Ectosylvius
11 S Rhinal
12 S Marginalis
13 G Marginalis
14 S Endomarginalis
15 G Endomarginalis
16 S Coronalis
17 G Coronalis
18 S Cruciatus
19 G Precruciatus
20 G Postcruciatus
21 S Ectogenualis
22 G Genualis
23 G Ectogenualis
24 S Endogenualis
25 S Esplenialis
26 S Endoesplenialis
27 G Cinguli
28 S Corporis Callosi
29 Corporis Callosi
Expresamos los resultados en proporción de estructuras identificables en las foto-
grafías. El hemisferio cerebral izquierdo fue seccionado en cortes coronales de medio 
centímetro desde la comisura blanca anterior en sentido ventral y dorsal. Los bloques 
fueron embebidos en parafina y se realizaron cortes de 6 µm, que fueron teñidos con HE. 
Hicimos estudios de histología convencional para describir alteraciones en la migración 
neuronal, ya que están generalmente asociados a alteraciones en el desarrollo cortical.
Utilizamos también fetos vivos en día 70 para conocer la situación de desarrollo 
cortical en el momento en que los defectos lumbares fueron creados.
Figura 19. Clasificación de Louw aplicada a un modelo.
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En este apartado hemos de describir también dos métodos particulares de cobertura 
fetoscópica del defecto semejantes a los utilizados en humanos actualmente. No fueron 
considerados en los estudios estadísticos ni en los resultados de las malformaciones cere-
brales, pero proporcionaron algunas conclusiones. La técnica percutánea con un trócar de 
aplicación del pegamento (5 animales) no había sido descrita, y se realizó mediante abor-
daje percutáneo con control ecográfico usando un único trócar Cook (Check-Flo Intro-
ducer Set. Cook. RCF 10.0 38-J) compatible con una óptica Storz de 2 mm (11530 AA. 
Kart Storz). El pegamento sintético usado fue Cosseal® (Baxter) y se introdujo de manera 
percutánea a través de una aguja de veress con la punta cortada. La técnica percutánea 
con tres trócares (5 animales) no había sido previamente descrita, y se realizó con puertos 
de 3mm fijados a la pared con balones de Fogarty introducidos a través de Abocaths pa-
ralelos a los puertos. Posteriormente, se suturó un parche ovoideo de Duragen® sobre el 
defecto usando una sutura monofilamento no absorbible. A continuación los bordes fue-
ron sellados con pegamento biológico, pasando la aguja de veress a través de uno de los 
trócares, de la misma manera que en el procedimiento fetoscópico de pegamento aislado. 
En los abordajes fetoscópicos utilizamos Helio conectado a un insuflador de laparoscopia 
Storz, ya que el uso de CO2 en fetoscopia puede asociarse a acidosis fetal (fig. 20).
Figura 20. Cobertura fetoscópica con pegamento (A) y con parche (B).
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2.  MODELO QUIRÚRGICO (OVEJA) EN EL ESTUDIO DE MATRICES 
UTILIZABLES EN EL DEFECTO LUMBAR
El método de creación del defecto lumbar y control de la gestación fue igual que 
el descrito en el punto anterior. En este caso, únicamente usamos dos madres y fueron 
operados dos fetos. En las reparaciones la modificación consistió en lo siguiente: tras 
realizar la disección de la placa neural, en el lugar del epéndimo se situó una matriz 
biodegradable de acido láctico compuesta por nanofibras alineadas (Lactel Absorbed 
Polymers, Pelma, EEUU). Esta matriz se fabricó con forma de canal para adaptarse a 
esta región. Tras cerrar la dura, otra lámina del mismo compuesto se situó en las por-
ciones externas fuera de la dura cerrada (figs. 21 y 22).
Figura 21. Imagen esquemática del aspecto de las matrices externa e interna e imagen con 
microscopía electrónica de las fibras alineadas que la constituyen.
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La forma de estas fibras fue elegida en este sentido, ya que teóricamente podía 
actuar como guía al crecimiento axonal ofreciendo una vía que puenteara la zona de 
cicatriz [109,110].
A término, el método de sacrificio animal fue semejante a lo descrito previamente. 
Los cráneos fueron examinados para comprobar la existencia de herniación cerebelo-
sa [105], y las médulas fueron introducidas en formol 24 horas y criopreservadas. Se 
obtuvieron secciones de 20 micrómetros que fueron teñidas con HE, ericromo cianina 
(mielina) y rojo neutro (neuronas).
Figura 22. Disposición de las matrices interna (A) y externa (B) situadas prenatalmente sobre el 
defecto lumbar.
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3.  MODELO TERATOGÉNICO (RATA) EN EL ESTUDIO DEL DEFECTO 
LUMBAR
Ratas Sprague Dawley con gestación conocida y datada permanecieron en 
nuestras dependencias con acceso libre a comida y agua al menos 48 antes de las 
primeras manipulaciones. Las condiciones fueron de 12 horas de luz y 12 de os-
curidad.
El día 10 de gestación (E10), se les administró 100 mg/kg de ácido retinóico (AR, 
Sigma, Tres Cantos, España); disuelto en aceite de oliva mediante un tubo orogástrico. 
A los animales controles se les administró la misma cantidad (2 ml) de aceite de oli-
va. Bajo sedación con sevofluorano (Sevorane, Abbot, Madrid, España) se realizaron 
cesáreas los días E15, E17, E19 y E 21 y los fetos fueron recolectados. Las madres 
fueron sacrificadas mediante una inyección intracardiaca de cloruro potásico [85]. Los 
fetos, 38 controles y 47 MMC, fueron examinados macroscópicamente, fotografiados 
y seguidamente fueron fijados en formol.
Para el estudio histológico, las regiones torácicas (T9-T10) y lumbares (L2-L3) 
fueron procesadas por separado y embebidas en parafina. Se hicieron cortes transver-
sales de 5 µm que fueron teñidos con HE y Nissl para estudiar la estructura medular y 
neuronal, respectivamente.
El daño histopatológico fue descrito por un patólogo que desconocía el grupo de 
las muestras que examinaba (I.L.). Las muestras de HE fueron clasificadas utilizando 
un score de lesión medular de 0 a 3 en función de la presencia de: hemorragia, in-
filtrado inflamatorio, gliosis y desestructuración (0-ninguna evidencia y 3 evidencia 
máxima) [111,112].
Para los estudios de inmunohistoquímica e inmunofluorescencia las muestras fue-
ron deparafinadas y rehidratadas, e incubadas con anticuerpos anti-GFAP (Sigma-Al-
drich, España) y anti-Iba1 (Wako, Neuss, Alemania).
Las formas de la microglía fueron descritas de la siguiente manera:
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–  Microglía inactiva: cuerpo celular oval y pequeño rodeado de numerosas pro-
longaciones delgadas dispuestas de forma radial con varias veces la longitud del 
cuerpo celular. Se consideran macrófagos inactivos.
–  Microglía activada: El cuerpo celular es más grande y las prolongaciones más 
cortas.
–  Microglía reactiva: Las células tienen un aspecto ameboide y pueden ser consi-
deradas macrófagos plenamente activados con capacidad migratoria [76,78,79].
Para nuestros propósitos consideramos la microglía activada y reactiva conjun-
tamente en una escala de 0 a 3: 0 normal <10% reactivas; 1 casi todas inactivas, un 
30% aproximadamente reactivas; 2 algunas células inactivas, 60% reactivas y 3, 100% 
reactivas [113].
4. ESTUDIOS ESTADÍSTICOS
Las variables numéricas cuantitativas o semi-cuantitativas en cada grupo se ex-
presaron como medias con su desviación estándar o intervalo de confianza. Se realizó 
el estudio estadístico descriptivo según métodos convencionales. La comparación de 
variables entre grupos se realizó por métodos no paramétricos dado el tamaño de las 
muestras (Kruskall-Wallis para más de dos grupos y Mann-Whitney para dos grupos). 
Si los tamaños muestrales, la homogeneidad de los datos y el ajuste de normalidad de 
la distribución lo justificaron, se usaron métodos paramétricos (ANOVA para más de 
dos grupos y «t» de Student para dos grupos). Los datos fueron procesados mediante 
el programa SPSS. La hipótesis alternativa se rechazó si las diferencias entre grupos 
fueron mayores del 5% (nivel p de significación de 0,05).
5. LEGISLACIÓN
En todos los casos seguimos las indicaciones de la legislación vigente para el cuidado 
de animales de experimentación en cada periodo (2007-2017). Todos los proyectos tu-
vieron su aprobación individual del CEBA (informes recogidos en las primeras páginas).
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V. RESULTADOS
1.  ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES EN EL DESARROLLO CORTICAL 
CEREBRAL EN EL MODELO QUIRÚRGICO
Nueve corderos (de 15, 60%) del grupo A, 3 (de 5, 60%) del grupo B y 2 (de 5, 
40%) del grupo C nacieron a término por cesárea. En el grupo B los defectos se encon-
traban cerrados, en el grupo C los defectos se encontraban abiertos pero cierta cantidad 
de tejido fibroso los cubría parcialmente. En el grupo A encontramos 5 animales que 
presentaron un cierre espontáneo del defecto, a pesar de que no se realizó en ellos 
Figura 23. Tras la realización del defecto en el día 70 (A), a término el animal solía tener el defecto 
lumbar completamente abierto (A); sin embargo en algunas ocasiones el defecto lumbar se encontraba 
cerrado de manera cicatricial. Debemos explicar este hecho como un mecanismo de defensa excelente 
del propio feto ante una herida.
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ningún esfuerzo para su cobertura prenatal. No existió ninguna diferencia en edad 
gestacional o tamaño del defecto entre aquellos animales en los que el defecto estaba 
abierto o cerrado dentro del grupo A (fig. 23).
1.1.  Malformaciones cerebrales. Descripción anatómica de la corteza cerebral 
del animal
La proporción de estructuras identificables se encuentra representada en la siguien-
te figura.
1.1.1.  Animales normales
El patrón de circunvoluciones y surcos descritos por Louw es claramente visible, 
y la proporción de estructuras fue del 100% en todos los animales. Todos los surcos 
se encontraban completamente formados y presentaban una profundidad normal. El 
aspecto externo era idéntico al patrón descrito en el animal adulto. No encontramos 
hidrocefalia o malformación de ACII (fig. 25A, C y E).
Figura 24. Proporción de estructuras identificables.
V. Resultados 77
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE MADRID
Figura 25. Comparación entre animales normales y no tratados. A, C y E pertenecen a animales normales, y 
en ellos mostramos visiones laterales, dorsales y mediales de los hemisferios cerebrales izquierdo y derecho. 
Los surcos son completos y el aspecto es semejante al del animal adulto. También son profundos y todos ellos 
claramente visibles. El cerebelo presenta una configuración y forma normal y no se observa malformación de 
ACII.  B, D y F Animales no corregidos prenatalmente y nacidos con el defecto lumbar abierto. B. Visión lateral. 
Pueden observarse grandes diferencias en cuanto a aspecto de los surcos y las circunvoluciones con la imagen A. 
Únicamente: surco rinal, cisura de Silvio , el surco presilvio  y la circunvolución de Silvio rostral  son claramente 
visibles. Los surcos son incompletos y presentan contornos más suaves que los observados en los controles. Las 
circunvoluciones relacionadas con los surcos oblicuo  y ectolsilvio  no se observan. El surco rinal  es visible, pero 
aparece como una indentación lateral y no se observa claramente en sus porciones rostrales. Una severa herniación 
cerebelosa se observa también. D. Detalle del surco temporo occipital: El surco rinal  se observa bien, sin embargo, 
las circunvoluciones relacionadas con el surco oblicuo no se observan. La configuración de las circunvoluciones 
relacionadas con el surco ectosilvio son diferentes de las de los controles. F. Vista medial. Una malformación de 
ACII severa puede observarse. Los surcos y las circunvoluciones se observan pero con profundidad poco marcada. 
El surco endoesplenial  no se observa  y los surcos coronal  y cruciato  no se observan claramente.
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1.1.2.   Animales no corregidos prenatalmente sin cierre espontáneo (4 animales del 
grupo A)
La pérdida continua de LCR producida en el modelo se asoció a desarrollo cortical 
anómalo. Menos del 80% de las estructuras corticales fueron identificadas (en el caso 
1 menos del 20%). La diferencia en la proporción de estructuras identificables de este 
grupo frente a otras modalidades de cobertura prenatal fue significativamente inferior 
(p<0,05) (fig. 24). Los surcos se formaron de manera incompleta y fueron menos pro-
fundos que los encontrados en los animales control. Los patrones anormales fueron 
encontrados principalmente en las áreas temporales y occipitales con un rango de mal-
formaciones que osciló entre áreas extensas de polimicrogiria a paquigiria incompleta 
y la presencia de surcos y circunvoluciones rudimentarias (figs. 26B, D, F y fig. 27). 
También encontramos ACII e hidrocefalia.
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Figura 26. Animales no corregidos prenatalmente y sin cierre espontáneo del defecto. A. Vista 
lateral. Ausencia del patrón normal de circunvoluciones y surcos. Solamente el surco presilvio  y el 
surco rinal  están presentes y son menos profundos que los observados en los controles; de hecho 
el surco presilvio se encuentra prácticamente ausente. También encontramos la malformación de 
ACII. B. Visión medial. Hidrocefalia moderada. C. Visión medial. Los surcos y las circunvoluciones 
están presentes pero con menor profundidad. El surco endoesplenialis  no se observa y los surcos 
coronal  y cruciato  no se observan claramente. D. Vista medial, detalle de los lóbulos frontales. El 
surco endogenualis y la circunvolución ectogenualis son normales. Hay una ausencia de continuidad 
en el surco ectogenualis y la circunvolución genualis también está incompleta. E. Detalle del lóbulo 
occipito-temporal. Presencia de contornos suavizados. El patrón de surcos y circunvoluciones normal 
se encuentra completamente ausente, patrón que podríamos describir como paquigiria. F. Vista medial. 
En esta vista podemos comprobar que las áreas de polimicrogiria que afectan a los lóbulos occipital y 
temporal afectan también a sus aspectos mediales. El diencéfalo, el cerebelo y el tronco son normales 
en esta vista, pero las porciones posteriores del cuerpo calloso se encuentran más adelgazadas que las 
anteriores. Se puede observar una hidrocefalia marcada en los ventrículos laterales.
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1.1.3.   Cirugía fetal abierta, cobertura con pegamento y cierre espontaneo (grupos 
B y C y 5 animales del grupo A)
Cualquier tipo de cobertura prenatal que impidiese la pérdida de LCR durante la 
gestación se asoció a surcos y circunvoluciones identificables. Los surcos se encon-
traron completamente formados y más del 95% de las estructuras fueron encontradas 
(fig. 24). Cuando el defecto espinal se cubrió con pegamento, los cambios corticales 
fueron ligeramente más severos, y la posibilidad de identificar estructuras en la cor-
teza, ligeramente menor. La ausencia del surco endoesplialis en los animales tratados 
con pegamento es especialmente interesante por su proximidad a la fosa posterior 
donde la mayor parte de las malformaciones se concentraron. En estos animales el 
pegamento fue insuficiente por si solo para parar la pérdida de LCR y desarrollaron 
ACII. Estas malformaciones no se observaron en animales con un cierre espontaneo, 
sugiriendo que el pegamento no solo no fue capaz de parar la salida de LCR sino que 
evitó el cierre cicatricial del defecto. Los animales tratados con cirugía fetal abierta y 
cierre espontaneo presentaron una proporción superior de estructuras indentificables e 
inferior de ACII e hidrocefalia que los grupos tratados con pegamento o los que nacie-
ron con el defecto abierto (figs. 24 y 27).
Figura 27. Descripción de malformaciones según tipo de cobertura.
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1.2. Peso de los cerebros
El peso de los cerebros con el defecto abierto sin cierre espontaneo fue significati-
vamente menor que el peso en el resto de los grupos.
1.3. Hidrocefalia
Encontramos hidrocefalia en todos los grupos excepto en los controles (fig. 27). 
Dos de ellos (2/5; 40%) se encontraban asociadas con ACII y uno (1/5) se encontró 
asociado con denudación ependimaria.
1.4.  Anomalías en el plegamiento cerebral y otras anomalías histológicas 
encontradas
El día 70 de gestación, los cerebros de corderos normales muestran los primeros 
surcos y la presencia de migración neuronal (fig. 29). Postnatalmente, el estudio de los 
cortes coronales nos permitió describir dos patrones anómalos en el desarrollo de la 
corteza cerebral: paquigiria y polimicrogiria. Ambos patrones aparecieron en realidad 
en todos los grupos excepto en los controles, si bien en los grupos con cierre prenatal 
FIgura 28. Pesos.
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Figura 29. Anomalías en el desarrollo cortical y en el plegamiento cerebral. A. Cerebro prenatal de un cordero normal 
(día 70). En esta imagen es posible apreciar la aparición de los primeros surcos (fecha blanca). B. Corte coronal del 
cerebro de la imagen A. En esta imagen podemos observar la migración de células desde la matriz germinal hacia la 
corteza en desarrollo donde los primeros surcos empiezan a aparecer; la flecha negra en este caso muestra el mismo surco 
que mostraba en la imagen anterior la flecha blanca (usamos para esta imagen la tinción de Nissl; th. Tálamo). C. Imagen 
macroscópica de un cerebro normal en el que podemos observar el patrón normal de plegamiento cortical. El asterisco 
en la imagen muestra una circunvolución normal. D. Sección coronal del cerebro de la imagen C mostrando surcos 
profundos y circunvoluciones normales (HE; th. tálamo). E. Imagen macroscópica de un cerebro mostrando el aspecto de 
patrón de plegamiento que se asemeja a la paquigiria. El asterisco marca una región de circunvoluciones gruesas y surcos 
poco profundos; la flecha indica la presencia de malformación de ACII. F. Sección coronal del cerebro de la imagen E. 
El asterisco marca una zona que corresponde a circunvoluciones gruesas y surcos poco profundos; el ventrículo lateral 
(LV) se encuentra ligeramente aumentado de tamaño (HE). G. Imagen macroscópica de un cerebro mostrando el patrón 
de semejanza a la polimicrogiria; el asterisco marca circunvoluciones finas (comparadas con las áreas marcadas con 
asteriscos de las imágenes C, E y G). H. Sección coronal del cerebro de la imagen G. El asterisco marca una región de 
surcos profundos y circunvoluciones finas. El ventrículo lateral (LV) se encuentra moderadamente dilatado. Las marcas 
verticales blancas en las imágenes C, E y G muestran los niveles de las secciones coronales de D, F y H.
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mediante cirugía fetal abierta y aquellos fetos en los que el cierre fue espontaneo los 
patrones de plegamiento fueron normales en su mayor parte.
La polimicrogiria propiamente dicha, entendida como circunvoluciones finas con 
ausencia de las capas corticales normales, fue encontrada únicamente en el grupo sin 
tratamiento fetal y sin cierre espontáneo del defecto.
1.5. Anexo 1 en el estudio del desarrollo cerebral del modelo quirúrgico
Figura 30. A. Alteraciones en la estructura cortical. Capa molecular (asterisco blanco) y región inferior 
desestructurada. Circunvoluciones poco profundas se fusionan en zonas cercanas a vasos meníngeos 
(flecha negra superior).  La región ependimaria falta (flecha negra inferior). B. El asterisco negro 
muestra restos de la matriz ependimaria recubierta de epéndimo. Existe una transición brusca entre las 
áreas cubiertas de epéndimo y zonas denudadas (flecha negra). C. Cuerpo callosos adelgazado.
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En algunas zonas de las regiones polimicrogíricas (fig. 30A) pudimos observar la 
existencia de áreas extensas de denudación ependimaria (fig. 30B). En estas mismas 
regiones, y asociándose a áreas donde la ventriculomegalia era especialmente promi-
nente pudimos encontrar adelgazamiento de las regiones posteriores del cuerpo callo-
so (fig. 30C).
Estos hallazgos fueron aislados y no pudimos considerarlos en la cuantificación 
general de malformaciones descritas, aunque es importante describirlos al aparecer 
únicamente en animales en los que no existió ningún esfuerzo de cobertura prenatal 
y al tener quizá la denudación ependimaria alguna base de las teorías etiopatogénicas 
que trataremos en la Discusión.
1.6. Anexo 2 en el estudio del desarrollo cerebral del modelo quirúrgico
La malformación de ACII ya había sido previamente descrita en el modelo. Noso-
tros no hicimos esfuerzo en medir la proporción del cerebelo herniado.
Figura 31. Imagen de polimicrogiria marcada con 
gran hidrocefalia asociada.
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El ACII era más frecuente en animales que nacieron con el defecto abierto y en los 
tratados con pegamento (figs. 27 y 32).
1.7. Técnicas fetoscópicas en la cobertura del defecto lumbar
Durante nuestro trabajo utilizamos 2 técnicas fetoscópicas distintas; básicamente 
buscaban acceder a la cobertura del defecto sin necesidad de realizar una histerotomía 
y por lo tanto teóricamente disminuyendo la tendencia al parto pretérmino. En los dos 
casos utilizamos Helio como gas de distensión uterino.
El número de animales fue de10 (5 en cada técnica). En este sentido, únicamente 
registramos el momento del parto y el tiempo quirúrgico. No encontramos diferencias 
significativas en el momento del parto (130 ± 3 días en pegamento vs 135 ± 2 días en 
parche). Sin embargo el procedimiento con Duragen fue considerablemente más largo 
y más difícil (60 ± 20 minutos en pegamento frente a 240 ± 35 minutos en parche).
2.  ESTUDIO DEL DEFECTO LUMBAR EN EL MODELO QUIRÚRGICO 
UTILIZANDO MATRICES
En los animales tratados prenatalmente con matrices no encontramos ninguna altera-
ción externa al nacimiento, siendo el aspecto muy semejante al de los animales normales.
Figura 32. ACII según tipo de cobertura.
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2.1. Descripción macroscópica
En los dos animales operados a término, ambos presentaron una herida lineal fina bien 
cicatrizada en la región lumbar y una cintura pélvica que parecía de menor tamaño que la 
habitual. En el animal 1 el cordón umbilical se había enrollado alrededor del miembro su-
perior produciendo una ligera deformidad de éste. Los cerebros presentaron alteraciones 
semejantes a las descritas en el apartado 1, en forma de ventriculomegalia y paquigiria.
Sobre el defecto lumbar, la piel era adherente a las capas medulares profundas. Las 
láminas posteriores faltaban. La médula espinal se encontraba aplanada de L4 a L7. La 
matriz externa era completamente visible, no se encontraba encapsulada y estaba par-
cialmente integrada, pero no de manera muy marcada, en el tejido espinal subyacente.
2.2. Descripción microscópica
Los animales controles no mostraron ninguna alteración.
Los animales en los que se hizo el procedimiento presentaron una pérdida signi-
ficativa de sustancia blanca dorsal con separación de las astas ventrales en la tinción 
con mielina (fig. 33). En las tinciones para los cuerpos neuronales pudo comprobarse 
la persistencia de éstos en las astas ventrales.
Figura 33. Flecha naranja: la matriz se encuentra en el sitio en el que fue colocada. Flecha roja: 
presencia de cuerpos neuronales. Flecha azul: separación de las astas ventrales.
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3. ESTUDIO DEL DEFECTO LUMBAR EN EL MODELO TERATOGÉNICO
Los animales con MMC (aproximadamente un 60% de los nacidos de madres tra-
tadas con ácido retinoico) presentaron lesiones en el área lumbar y sacra semejantes 
a las que se encuentran en la enfermedad humana. Macroscópicamente, los fetos pre-
sentaron ausencia de piel en la región lumbar, ausencia de arcos posteriores, fusión 
meníngea y el tejido neural expuesto y abierto (fig. 35).
Figura 34. Detalle de la matriz en contacto con el tejido neural. La matriz interna pudo observarse en 
el lugar en el que fue dispuesta prenatalmente. El estudio con HE demostró la ausencia de infiltrado 
linfocítico local o crecimiento anormal cicatricial en la zona.
Figura 35. Animal a término con el defecto lumbar marcado por un círculo a la izquierda. A la 
derecha el mismo defecto teñido con HE en el que puede observarse la similitud anatómica con la 
enfermedad humana.
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3.1. Análisis histopatológico
Figura 36. HE. Los controles fueron normales. Los animales con MMC mostraron un 
patrón alterado en las áreas dorsales y motoneuronas escasas. También se encontraron áreas 
de vacuolización, gliosis y atrofia, así como áreas de edema, calcificación focal, fibrosis y 
proliferación celular capilar.
Figura 37. Nissl. Encontramos aplanamiento de las astas posteriores y alteración de las 
regiones ependimarias que se encontraban distorsionadas y alargadas así como en algunas zonas 
denudadas.
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Todas las imágenes recogidas a 5x.
3.2.  Estudio del daño en el tejido neural expuesto a medida que avanza la 
gestación
En la figura 40 puede observarse como todas las alteraciones típicas del daño por 
exposición al líquido amniótico son más marcadas a medida que avanza la gestación, 
existiendo en estadios finales de la misma ausencia de tejido en las zonas más afectadas.
Figura 38. GFAP. En los animales control encontramos una tinción marrón clara mientras que los 
animales con MMC mostraron una tinción más oscura, observándose la presencia de astrocitos y 
escasez de motoneuronas.
Figura 39. Iba-1. En los controles a término la tinción de microglía es escasa, sin embargo en los 
animales con MMC la tinción es más difusa y marcada con tendencia a ser más marcada en las 
regiones expuestas al líquido amniótico.
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3.2.1.  Cuantificación del daño neural
En la escala utilizada se recogen distintos parámetros de lesión que se contabili-
zan del 0 a 3, y que quedan recogidos en Material y Métodos. Brevemente, la asig-
nación de un valor a cada muestra fue hecha por un único patólogo desconociendo el 
Figura 40. (5x) Evolución del daño neuronal en las regiones lumbares a medida que avanza la 
gestación.
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grupo de la muestra que describía y basándose en hemorragia, cambios estructurales 
y gliosis (fig. 41).
En las regiones expuestas, el daño aumenta de manera progresiva hasta el final de 
la gestación, obteniéndose en todos los estadios valores superiores a los obtenidos en 
regiones no expuestas.
Figura 41. En las regiones no expuestas al líquido amniótico (torácicas) las escalas de daño son 
inferiores a las de las regiones expuestas. Encontramos diferencias significativas en E19 entre regiones 
torácicas y lumbares (p<0,05).
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3.2.2.   Estudio de la reactividad de la microglía en las regiones expuestas
Figura 42. Ejemplos de aspecto de la microglía en las regiones lumbares expuestas. A. No activa. B 
Activada y C + D Reactiva.
Figura 43. Regiones lumbares de controles y MMC. En los controles puede observarse una expresión 
constante de microglia no activada a lo largo de la gestación. Por otro lado, existe un aumento 
de la proporción de microglía activada y reactiva a medida que avanza la gestación en el MMC. 
Encontramos diferencias significativas en E19 entre controles y MMC (p<0,05).
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3.2.3.   Descripción de la respuesta local a la colocación de matrices en el modelo 
teratogénico
Figura 44. Colocación de membranas sobre el defecto en el modelo teratogénico. Los discos de 
policaprolactona son adheridos a la región lumbar mediante pegamento y el útero es cerrado mediante 
una bolsa de tabaco.
Figura 45. A HE y B Nissl. Se observa una fina capa de tejido fibroso con hemorragias locales en 
la zona de contacto con la matriz. C. GFAP La matriz no produce aparentemente ningún efecto 
beneficioso sobre la médula expuesta. D Iba-1 La respuesta microglial es muy marcada especialmente 
en las regiones en las que la matriz ha estado en contacto con el tejido neural.
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VI. DISCUSIÓN
Este trabajo describe la presencia de malformaciones corticales cerebrales en el 
modelo quirúrgico de MML y sugiere su relación con la pérdida de LCR.
La formación de la corteza cerebral comienza cerca de la sexta semana de gesta-
ción en las regiones ventral y dorsal de la matriz germinal. Las neuronas glutaminér-
gicas se forman en las regiones dorsales de la matriz, y desde allí migran radialmente 
hacia la corteza en desarrollo; en este proceso, la existencia de fibras gliales radiales 
que actúan como guía tiene gran importancia.
Por otro lado, las neuronas gabaérgicas producidas en las regiones ventrales de la 
matriz germinal tienen una ruta más compleja hacia la corteza, migrando mediante 
movimientos radiales y tangenciales.
Al llegar a la corteza, las neuronas que han migrado reciben señales de las célu-
las de la capa molecular, se desprenden de las fibras gliales que sirvieron como guía 
y establecen contacto con otras células de regiones corticales y subcorticales en un 
proceso denominado organización cortical. En los estadios finales de la migración, 
la pía y las leptomeninges tienen también un papel señalizador de gran importancia.
La interferencia con cualquiera de estos procesos de migración, proliferación u 
organización da lugar a un gran espectro de malformaciones que podemos denominar 
malformaciones del desarrollo cortical [114-117].
Las alteraciones en el plegamiento cortical pueden ser observadas en muchas de 
estas malformaciones, probablemente porque la estratificación de neuronas corticales 
está alterada o porque sus conexiones axonales son anómalas; sin embargo, el origen 
preciso del plegamiento cortical normal no está completamente aclarado [118,119].
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1.  PATRONES DE PLEGAMIENTO CORTICAL EN EL PACIENTE 
HUMANO CON MMC Y HALLAZGOS EN EL MODELO QUIRÚRGICO
Los estudios mediante resonancia magnética de la corteza cerebral de pacientes 
con MMC han mostrado una reducción del espesor cortical en las regiones occipito-
temporales, y un aumento del espesor en las regiones frontales, todo ello comparado 
con controles sanos de la misma edad [120].
Estas alteraciones en el desarrollo cortical normal se podrían corresponder con 
las fortalezas y debilidades cognitivas que presentan los pacientes con MMC. Estos 
mismos autores sugieren también que estas áreas de engrosamiento y adelgazamiento 
se corresponden en realidad con áreas en las que la complejidad cortical se encuentra 
aumentada o disminuida [120].
De la misma manera que en el humano, nosotros encontramos en el modelo quirúr-
gico áreas de paquigiria y polimicrogiria dispersas por toda la corteza, pero principal-
mente localizadas en las regiones temporales y occipitales.
En humanos, estas alteraciones o modificaciones de los patrones de plegamiento, no 
pueden ser considerados patológicas en sí mismas sino simplemente relacionadas con alte-
raciones en la densidad de las conexiones neuronales y con diferencias de dominios en las 
funciones cognitivas [120,121]. Aunque no podamos considerarlas patológicas, en nuestro 
trabajo con ovejas, estas anomalías en el desarrollo solamente faltaron en los controles.
Únicamente la cirugía fetal abierta fue capaz de prevenir la aparición de estas alte-
raciones y no completamente.
2.  CARACTERIZACIÓN DEL MODELO QUIRÚRGICO Y DE SUS 
SEMEJANZAS CEREBRALES CON LA ENFERMEDAD HUMANA
En las series de necropsias de pacientes con MMC descritas por Gilbert, el 92% 
de los niños presentaron algún tipo de malformación cortical, incluyendo: heteroto-
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pias periventriculares, polimicrogiria y en algunos casos disrupciones graves y pro-
fundas del desarrollo cerebral [122]. Otros autores han descrito resultados semejantes 
[123,124].
Trabajando con el modelo quirúrgico de MMC en oveja, von Koch describió algu-
nas alteraciones en el desarrollo axonal de las regiones de la fimbria, sugiriendo que 
el modelo presentaba sólo alteraciones cerebrales en esta zona. Esta misma autora no 
describió ni las alteraciones corticales halladas en nuestro trabajo, ni la presencia de 
ventriculomegalia [67].
La cronología del plegamiento cortical en la oveja ha sido bien descrita por Louw 
[106]. Siendo un mamífero grande, el patrón es bastante constante y la nomenclatura 
se encuentra bien establecida. Este hecho nos fue de gran ayuda para el desarrollo de 
nuestro trabajo.
En nuestro estudio con el modelo quirúrgico hemos podido comprobar que cual-
quier tipo de cobertura prenatal incluida la bien descrita tendencia al cierre espontáneo 
(descrita anteriormente por Meuli [63,60]), asocia pesos normales y mejoras en el de-
sarrollo cortical que asemejan los hallazgos de los de los patrones normales descritos 
por Louw.
Por otro lado, aquellos animales en los que existió pérdida de LCR durante la última 
mitad de la gestación, presentaron pesos significativamente menores y anomalías en el 
desarrollo cortical cuantificable mediante la proporción de estructuras observables.
Como en el humano, estas malformaciones oscilan entre áreas de moderada paqui-
giria a áreas extensas de polimicrogiria con desestructuración de la corteza y áreas de 
heterotopia.
Si añadimos a estas malformaciones corticales el adelgazamiento de algunas re-
giones del cuerpo calloso y la presencia de ventriculomegalia, podemos afirmar que 
existen enormes semejanzas entre el desarrollo cerebral del modelo y las alteraciones 
descritas en la enfermedad humana [125].
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3.  POSIBLES MECANISMOS DE ALTERACIONES EN EL DESARROLLO 
CORTICAL EN EL MODELO
Dos razones principales podrían estar asociadas con estas malformaciones:
1)  Distintos estudios en el humano y en modelos animales han descrito que el LCR 
tiene, en condiciones normales, distintas moléculas esenciales relacionadas con 
la proliferación y la migración neural [126]. La pérdida de LCR durante la 
mitad de la gestación podría asociarse a alteraciones de las concentraciones de 
estas moléculas, lo que podría tener efectos malformativos corticales imprede-
cibles. Siendo la cirugía fetal abierta la única técnica en la que se lleva a cabo 
un cierre estanco de la dura mediante una sutura continua de monofilamento, 
tiene sentido pensar que ésta sea la única técnica capaz de prevenir con cierta 
efectividad estas malformaciones.
2)  Las células ependimarias fetales pueden liberar distintas moléculas a través de 
sus prolongaciones basales, que se extienden en la matriz germinal y la sustan-
cia blanca [127]. Ya que uno de los papeles del epéndimo es mantener las fibras 
gliales [128], una disrupción tardía como la que producimos nosotros en este 
modelo, podría producir alteraciones en la migración neural en áreas previa-
mente bien desarrolladas.
Los resultados de de Wit et al. [125] apoyarían esta teoría; trabajando con MMC 
humano fetal describieron que la denudación ependimaria y la migración neuronal 
anormal ocurren antes de que se establezcan el resto de las malformaciones cerebra-
les. El epéndimo en uno de nuestros animales no tratados se encontraba denudado y 
sus áreas corticales cercanas presentaban profundas alteraciones organizativas. La 
respuesta astroglial local confirmó que la denudación ependimaria no fue consecuen-
cia de problemas relacionados con la técnica de fijación. El resto de los cerebros 
malformados presentaron preservación del epéndimo, sin embargo, ni procesos de 
reparación posteriores u otros cambios relacionados con proteínas de los filamentos 
pudieron ser estudiadas mediante las técnicas de histología básica usadas en este 
trabajo.
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4.  POSIBLES MECANISMOS DE HIDROCEFALIA EN EL MODELO Y SU 
PAPEL EN LOS HALLAZGOS CORTICALES
La hidrocefalia ha sido descrita asociada a ACII [122] y denudación ependimaria 
[129]. En nuestro trabajo la hidrocefalia fue constante en los animales no tratados pero 
asociada o no a ACII y éste es un hallazgo que no había sido descrito hasta la fecha en 
el modelo quirúrgico.
1)  Pequeños cambios en la presión hidrostática de del LCR pueden afectar al desa-
rrollo del epéndimo. Este es un dato obtenido por distintos trabajos con ratones, 
en los cuales se comprobó también que la denudación ependimaria es anterior 
al desarrollo de hidrocefalia [129].
2)  Por otro lado también sabemos que la hidrocefalia en sí misma es capaz de pro-
ducir displasia cortical y daño ependimario [130,131] y quizás nuestro defecto 
fue creado demasiado tarde como para producir un daño ependimario fácilmen-
te observable con nuestras técnicas.
3)  Otro posible mecanismo distinto a los anteriores se describe en el ratón mu-
tante Foxc1 que asocia disgenesia cortical. Foxc1 se expresa únicamente en 
las leptomeninges en desarrollo y no en la corteza cerebral. El trabajo de 
Hecht [117] sugiere que el defecto inicial se origina en la pía y que Foxc1 
es necesario para reparar estos defectos. De manera que en ausencia de esta 
capacidad reparadora, la corteza es dismórfica por un exceso de migración de 
neuronas al espacio subaracnoideo a través de defectos de la pia. Sin embar-
go, defectos similares en la pía podrían ser también causados por la hidroce-
falia en si misma.
Con los hallazgos encontrados en nuestro trabajo es muy difícil establecer el orden 
exacto de los acontecimientos; pero sin embargo, sí podemos sugerir que la pérdida 
de LCR probablemente produce una disrupción en el delicado equilibrio de presiones 
y factores de crecimiento o señalización. Esto podría alterar el correcto desarrollo del 
epéndimo y las meninges, incluso en estadios avanzados del desarrollo fetal, con las 
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consecuencias en el desarrollo cortical y ventricular descrito en humanos, y ahora 
también en el modelo quirúrgico.
Podemos también afirmar que, dadas las particularidades de nuestro modelo qui-
rúrgico, la pérdida de LCR es el único insulto inicial posible y aun siendo relativamen-
te tosco, es capaz de desencadenar malformaciones cerebrales complejas mediante 
vías independientes a las alteraciones genéticas descritas en la enfermedad.
Esto sin duda da fuerza al papel del daño secundario, progresivo y prevenible en la 
etiología del MMC.
5.  MEJORÍAS NEUROCOGNITIVAS ALCANZADAS EN EL HUMANO 
MEDIANTE LA COBERTURA PRENATAL DEL DEFECTO LUMBAR
En términos de desarrollo neurocognitivo muy pocos pacientes con MMC tienen altera-
ciones graves. Las debilidades de la enfermedad en este sentido son: dificultades de lectura, 
de construcción espacial, atención, orientación y regulación del comportamiento [132].
Las habilidades cognitivas relacionadas con el lenguaje o reconocimiento de pala-
bras mediadas por áreas frontales se encuentran preservados.
El cierre prenatal del defecto lumbar, revierte la herniación cerebelosa, reduce la 
necesidad de colocación de una válvula de derivación y mejora los resultados cogniti-
vos en algunos niños [39,90,133].
Las etiologías de estas mejorías son aun controvertidas y precisaran de futuros 
estudios por parte del grupo MOMS. Si bien parecen encontrarse relacionadas con la 
disminución de las complicaciones relacionadas con las derivaciones VP o la hidroce-
falia [88,134].
Recientemente, Danzer ha llevado a cabo un estudio con pacientes tratados me-
diante cirugía fetal en momentos previos al MOMS. Con un seguimiento medio de 10 
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años y mas de 50 pacientes, describió semejanzas con la población normal y mejorías 
en algunos escores de desarrollo cognitivo y ejecutivo en pacientes tratados mediante 
cirugía fetal [135].
Nuestros resultados describen cómo la pérdida de LCR en sí misma produce altera-
ciones en el desarrollo cerebral semejantes a las de la enfermedad humana, apoyando, 
por tanto, la importancia del cierre prenatal, y sugiriendo un efecto beneficioso inde-
pendiente al de evitar complicaciones con las VDP.
En nuestro trabajo la vía más efectiva en este sentido fue la cirugía abierta que 
permitió el desarrollo cortical y disminuyó la incidencia de ACII e hidrocefalia, com-
parada con los resultados obtenidos con el resto de las técnicas.
El uso de pegamentos biológicos podría tener algunos efectos beneficiosos, sin 
embargo únicamente consiguió parte de los beneficios conseguidos mediante las otras 
técnicas. En humanos, las descripciones de técnicas fetoscópicas son cada vez mas 
frecuentes [94,97,98] y casi todas describen el uso de algún tipo de pegamento, pero 
no como único tratamiento sino formando parte de alguna técnica de cobertura más 
sólida.
6.  TÉCNICAS FETOSCÓPICAS ACTUALES UTILIZADAS EN HUMANOS 
FRENTE A LAS USADAS EN EL MODELO QUIRÚRGICO
Todas las técnicas de cobertura prenatal del defecto en humanos se basan en el 
abordaje del defecto con o sin laparotomía, pero en todos los casos sin histerotomía 
[94,97,98,136]. Se usan un número variable de trócares y un medio gaseoso que suele 
ser CO2. El CO2 se ha asociado a acidosis fetal, si bien no parece tener grandes con-
secuencias clínicas tras ver las experiencias actuales [136].
Todos los autores utilizan distintas técnicas con parches con o sin suturas a las que 
se añaden distintos tipos de pegamentos.
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Los resultados son variables en términos de ACII, prematuridad y respuesta moto-
ra. Son, en todos los casos, técnicas consideradas controvertidas entre los grupos que 
hacen cirugía abierta, dueños de la mayor evidencia disponible gracias a su estudio 
prospectivo y al seguimiento a largo plazo de sus pacientes [99].
Nosotros no pudimos sacar ninguna conclusión sólida en términos de corioam-
nionitis y prematuridad. Sí concluimos, sin embargo, que el pegamento aislado es 
inferior a cualquier técnica en términos de ACII, hidrocefalia y desarrollo cortical. 
Otra conclusión obtenida fue que cualquier técnica fetoscópica distinta al pegamento 
debe ser considerada de extrema dificultad, con tiempos quirúrgicos largos y de difícil 
reproducción.
7.  UTILIZACIÓN DE MEMBRANAS O MATRICES EN LA COBERTURA 
DEL DEFECTO LUMBAR EN EL MODELO QUIRÚRGICO
Aunque en este aspecto nuestras conclusiones fueron básicamente que el procedi-
miento se podía llevar a cabo, la novedad de la técnica fue doble. Por un lado, intro-
dujimos el concepto del uso de las membranas con fibras alineadas, que teóricamente 
podrían permitir el crecimiento axonal a su través, y por otro lado, la utilización de una 
membrana en forma de canal que pudo colocarse en la región ependimaria, quedando 
así dentro de la médula y adquiriendo el tejido neural una conformación anatómica 
semejante a la normal.
Pudimos ver que las membranas eran fáciles de utilizar y que el tiempo quirúrgico 
era semejante al del cierre sin usarlas. Por otro lado, en los estudios histológicos, éstas 
aparecieron bien integradas en el tejido subyacente sin estar encapsuladas.
El estudio mediante histología básica demostró que no había evidencia de infiltra-
ción leucocitaria o tejido fibroso en exceso que hubiéramos encontrado en el contexto 
de una gran respuesta inflamatoria local. Estos hallazgos podrían eliminar parte de las 
preocupaciones de su uso en humanos.
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Este tipo de membranas han sido utilizadas con éxito en modelos animales de sec-
ción medular traumática; pueden favorecer la regeneración neural en médula y nervios 
periféricos y pueden hacer funciones temporales de matriz extracelular de células en 
proceso de regeneración, mediante la simulación de algunas de las propiedades del 
colágeno o tejido conectivo [109,137-139].
Si este mecanismo funcionara en nuestro entorno, la cirugía fetal abierta podría 
completarse con estas membranas que teóricamente podrían salvar la lesión glial esta-
blecida, o incluso ser usadas para permitir el transporte de distintas sustancias inmu-
nomoduladoras que tuvieran un efecto beneficioso local [140-142].
Las terapias regenerativas son especialmente prometedoras por la particular 
inmunotolerancia y capacidad de regeneración del tejido fetal. De hecho, existen 
varios trabajos publicados en los que se usan distintos tipos de células madre con 
capacidad de producción de factores de crecimiento neural con efectos benefi-
ciosos locales en este contexto [103,143], así como en las lesiones medulares del 
adulto [144].
En la aplicación prenatal, los trabajos mencionados inyectan las células en el te-
jido neural o en el líquido amniótico, aunque probablemente la vía más razonable de 
aplicación de este tipo de sustancias en el humano sea la de una membrana en íntimo 
contacto con el tejido dañado. Las razones son que la inyección en tejido neural fetal 
puede producir lesión en si misma y la cantidad de líquido amniótico es tan grande en 
el humano que resulta difícil usar sustancias que, disolviéndose en él, puedan tener un 
efecto beneficioso local sobre una región pequeña.
8.  ESTRATEGIAS PARA MEJORAR EL EFECTO DEL CIERRE PRENATAL 
EN CUANTO A MOTILIDAD DE LAS EXTREMIDADES INFERIORES Y 
CONTINENCIA
La mejoría en la función urinaria o la motilidad de las extremidades inferiores en 
el MOMS trial ha sido menos llamativa que las mejorías cognitivas o de ACII [145].
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En el MOMS el cierre prenatal se asoció con mayor capacidad de deambulación los 
30 meses de edad corregida comparado con el cierre postnatal, y a mejoría clínica que 
se correspondía con dos niveles por debajo de lo esperable [90]. Estos datos han lleva-
do a distintos autores a intentar mejorar el procedimiento prenatal mediante distintas 
vías que conduzcan a mejorar la capacidad motora distal.
Las primeras estrategias podrían basarse en el cierre precoz, aspecto que se en-
cuentra muy limitado por la fragilidad tisular, pero que quizá avance con los nuevos 
procedimientos fescópicos.
Las siguientes estrategias podrían basarse en producir algún tipo de mejora local en 
el entorno de regeneración neural, en forma de sustancias inmunomoduladoras, células 
madre o membranas que, como hemos comentado en puntos anteriores, permitan el 
crecimiento axonal a través de ellas.
En el caso de las sustancias inmunomoduladoras el objetivo sería reducir la res-
puesta glial, y en el caso de las células madre, además, la producción de distintos fac-
tores neurotróficos que faciliten la regeneración neural.
Para el estudio en profundidad de cualquiera de estas vías serán necesarias dos 
herramientas:
1)  La cuantificación mediante escalas de lesión neural del daño progresivo en las 
regiones expuestas.
2) La caracterización de objetivos sobre la respuesta glial en el MMC fetal.
9.  CAMBIOS ESTRUCTURALES Y ESCALAS DE LESIÓN MEDULAR 
EN LA PLACA NEURAL Y REGIONES TORÁCICAS DEL MODELO 
TERATOGÉNICO
Diferentes autores describen por distintas vías cómo el daño de la placa neural 
empeora a medida que avanza la gestación. Esto se ha relacionado con la exposición 
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continua al líquido amniótico, y a partir de la semana 34 también a la orina y al meco-
nio. Este daño progresivo se define en el tejido neural por disrupción de la arquitectura 
de las astas posteriores y por la presencia de distintos cambios relacionados con la 
inflamación y gliosis y finalmente fibrosis y vacuolización [61,86].
Nuestras observaciones en este sentido coinciden con las previas y describen el 
efecto del daño secundario como un efecto dinámico, peor al final que al principio.
Encontramos también algunas áreas dañadas en regiones torácicas no expuestas al 
líquido amniótico; la explicación de estas regiones es más compleja. Quizá se deban 
simplemente a alteraciones secundarias a la manipulación; de cualquier manera, si 
estuvieran relacionadas con cambios malformativos, las alteraciones serían mínimas 
si las comparamos con las ejercidas por el daño secundario en las regiones que sí están 
expuestas al líquido.
En el modelo teratogénico encontramos poca mejoría en estas zonas relacionada 
simplemente con la cobertura prenatal. Es probable que el problema en este sentido se 
encuentre más relacionado con el modelo en sí mismo, en el que es muy difícil hacer 
procedimientos fetales efectivos antes del día 17, y en el que poco efecto puede ejercer 
la cobertura con una membrana quedando por delante únicamente 3 días de gestación. 
Algunos autores como Diogini, han descrito distintos grados de mejoría en el desarro-
llo del tejido neural en este mismo contexto tras inyectar células madre en el líquido 
amniótico [143], sin embargo al igual que nosotros, ningún otro autor ha descrito me-
jorías en este modelo simplemente cubriendo el defecto [146,147].
Nuestro mayor logro en este sentido es el de haber cuantificado por primera vez el 
daño de la región en modelo siguiendo una escala de lesión medular que incluya varios 
parámetros (hemorragia, vacuolización, gliosis…).
Esta observación no solo nos ha permitido describir el daño mediante una progre-
sión cuantificable mediante histología básica con HE, sino que permitiría además, en 
futuros estudios, utilizar la misma herramienta para describir mejorías significativas 
relacionadas con distintas modalidades de tratamiento o cobertura.
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Cuando estudiamos las astas dorsales con GFAP encontramos cierta mejoría rela-
cionada con la cobertura con membrana. Las tinciones eran menos marcadas y había 
una preservación mayor de motoneurona. No pudimos cuantificar estos hallazgos por 
el escaso número de animales, pero las imágenes así los sugerían.
Otro hallazgo frecuente fue la presencia de una fina capa de tejido conectivo que 
cubría la zona expuesta en todos los animales en los que se puso membrana. Esto de-
beríamos interpretarlo como una respuesta inflamatoria local y un efecto negativo de 
la cobertura, al menos con este material (Policaprolactona).
10.  EL PAPEL DE LA MIGROGLÍA EN EL DAÑO FETAL DEL TEJIDO 
NEURAL EXPUESTO EN EL MODELO TERATOGÉNICO
La microglía son macrófagos residentes locales del SNC. Cuando detectan tejido 
neural alterado expresan diferentes receptores que reconocen patógenos y otros facto-
res liberados por las células dañadas [76,78,79].
En el tejido neural sano, la microglía se encuentra en un estado inactivo y 
presenta dentritas largas y finas. En respuesta al daño tisular, la microglía puede 
alterar su forma y adquirir aspecto ameboide con capacidad de migrar a las zonas 
afectadas [77].
La microglia se activa ante el daño del tejido neural producido por distintas causas 
(se trata de una activación poco especifica). De hecho, la mayor parte de los modelos 
descritos que estudian su comportamiento se basan en el traumatismo (compresión, 
hemisección y contusión) [78].
La microglía activada libera mediadores proinflamatorios que contribuyen a la 
muerte neuronal a través de la vía del enzima NADPH.
El daño en el tejido neural fetal del MMC ha sido bien descrito, y aunque se trata 
de un daño crónico, los mecanismos de activación de la microglía deben de ser los 
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mismos. Hasta donde sabemos, la microglía nunca ha sido descrita en el la placa neural 
del MMC. En nuestro trabajo hemos podido describir su estabilidad en controles y su 
activación progresiva a los largo de la gestación en las regiones dorsales de las regio-
nes expuestas en el MMC.
La actuación de la microglía durante un periodo de tiempo corto no debería ser 
dañina para el tejido, de hecho puede favorecer por distintas vías el crecimiento celular 
y axonal.
Sin embargo, su activación prolongada puede considerarse uno de los fenómenos 
más dañinos para el tejido neural, ya que la interacción entre tejido neural dañado 
de manera crónica y la microglía produce un círculo vicioso en el que se perpertúa y 
extiende la destrucción tisular de manera descontrolada. El final de este proceso es la 
demielinización, la degeneración axonal, la cavitación y la gliosis [78].
Diferentes sustancias han sido descritas reduciendo esta neurotoxicidad de la 
microglía como la minociclina y algunas citoquinas [148,149]. En nuestro trabajo la 
cobertura mediante matrices en el modelo teratogénico produjo respuesta microglial 
local cercana en regiones cercanas la matriz. Estas matrices tienen capacidad descri-
ta para transportar distintas sustancias inmunomoduladoras así como células madre, 
lo que podría marcar la dirección de futuros trabajos. En nuestro trabajo actual no 
hemos podido describir beneficio únicamente con el uso de la membrana aislada. 
De hecho, una vez más, la utilización de este material (Policaprolactona) parece no 
solo aumentar de manera local la cantidad de tejido fibroso sino también la respuesta 
microglial.
11. LIMITACIONES DE NUESTRO TRABAJO
Los siguientes puntos que describimos, si bien no deben modificar nuestras conclu-
siones, si deben ser considerados en la interpretación de nuestros resultados y en las 
posibilidades de aplicación de las técnicas aquí descritas en la clínica.
110 José Luis Encinas Hernández
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE MADRID
Modelo de oveja
1)  El modelo quirúrgico no reproduce el mecanismo etiopatogénico de la enfer-
medad humana. Aun siendo aparentemente un modelo fidedigno, es posible que 
existan en el humano alteraciones corticales producidas por distintos mecanis-
mos de expresión genética que sean distintos a los de nuestro animal, y que no 
sean prevenibles por las vías que proponemos.
2)  El modelo quirúrgico es difícil y costoso, lo que se traduce en que el número 
total de animales en las cuantificaciones sea escaso.
3)  Las técnicas usadas en el modelo quirúrgico son de descripción anatómica e his-
tología básica. Quizás técnicas más complejas de inmunohistoquímica de angio-
génesis, apoptosis o la medida de factores de crecimiento en LCR, hubieran apor-
tado datos a la etiología de la hidrocefalia o de las malformaciones corticales.
4)  Fenómenos de bajo gasto fetal pueden tener efectos impredecibles sobre el de-
sarrollo cerebral. En el modelo quirúrgico, durante la creación del defecto se 
exteriorizan los cuartos traseros del animal. El cordón queda en una localiza-
ción intrauterina presumiblemente protegido de efectos compresivos de la pa-
red del útero. El líquido amniótico se repone durante la cirugía en un intento de 
prevenir doblez o efectos tipo «kinking». La anestesia materna puede producir 
cuadros de hipotensión. Es muy difícil conocer el impacto de cualquiera de es-
tos factores sobre nuestros hallazgos.
Modelo de rata
1)  El modelo teratogénico no permite generalmente reproducir técnicas aplicables 
en el humano.
2)  La activación de la microglía tiene un lado beneficioso en la regeneración neu-
ral en la médula espinal mediante remielinizacion. En el apartado Discusión 
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no debemos considerar su supresión con distintas sustancias o células como un 
éxito en todos los sentidos.
3)  Existen otros marcadores útiles en el estudio del estado y la activación de la 
microglía, CD68 y MHCII, que podrían haber aportado información sin tener 
que hacer cuantificaciones basadas en el aspecto de la célula.
4)  En los humanos, se ha descrito microglía de aspecto ameboide como una pobla-
ción normal transitoria durante la gestación. Nosotros no la hemos encontrado 
en el modelo y hemos medido proporciones de células activadas y no activadas, 
pero si existe esta población en el modelo teratogénico, puede haber influido en 
nuestra percepción de la reactividad de la microglía.
12.  FUTURO DE LAS TÉCNICAS DE COBERTURA PRENATAL DEL MMC 
EN HUMANOS Y EN QUE SENTIDO PUEDEN SER INTERESANTES 
LOS RESULTADOS DE ESTA TESIS
En la oveja hemos descrito alteraciones en el desarrollo cortical que, por el tipo 
de modelo, solo pueden ser explicados por la pérdida de LCR. En este sentido hemos 
añadido un dato más que sigue dando fuerza al daño secundario (prevenible mediante 
cirugía), frente al primario en la enfermedad, y que apoya los procedimientos de co-
bertura prenatal realizados en humanos.
Siguiendo la hipótesis de que la cobertura prenatal probablemente sea insuficiente 
para la recuperación de la médula, hemos aportado algunas bases para futuros trabajos: 
la utilización de matrices en el modelo quirúrgico y teratogénico que pueden transpor-
tar sustancias inmunomoduladoras, y dos objetivos cuantificables de estas posibles 
terapias, el daño medular progresivo (descrito mediante escalas) y la activación de la 
microglia, nunca antes descrita en este entorno.
Nuestros esfuerzos para realizar una cobertura fetoscópica nos han llevado a con-
cluir que aunque más agresiva, únicamente la cirugía abierta con una sutura continua 
de la dura puede prevenir las malformaciones descritas aquí.
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Actualmente distintas técnicas endoscópicas se usan en humanos con resultados 
variables, y ninguna todavía tiene la solidez en sus resultados del estudio prospectivo 
y del seguimiento a largo plazo del MOMS. Sin duda en el futuro estas técnicas endos-
cópicas se impondrán aunque quizás queda camino y refinamiento técnico.
Por último, la utilización de pegamentos que polimericen en líquido amniótico y 
puedan cubrir el defecto sin producir daño en el tejido neural y evitar la pérdida de 
LCR sería un gran avance. Actualmente, ningún producto puede cumplir estos objeti-
vos, lo que sin duda nos acercaría a una cobertura precoz del tejido expuesto, proba-
blemente mediante un procedimiento únicamente ecoguiado.
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VII. CONCLUSIONES
CONCLUSIONES PRINCIPALES
1)  El modelo quirúrgico de MMC con pérdida fetal de LCR asocia hidrocefalia y 
alteraciones en el desarrollo cortical. Este dato da importancia al daño secun-
dario o prevenible, y podría explicar alteraciones en el desarrollo cognitivo de 
la malformación distintas a las relacionadas con la hidrocefalia o la disfunción 
valvular.
2)  En el modelo quirúrgico dichas alteraciones pueden prevenirse mediante distin-
tos procedimientos prenatales, siendo el más efectivo el llevado a cabo median-
te cirugía abierta con sutura de duramadre.
3)  En el modelo teratogénico de MMC, la destrucción del tejido medular expuesto 
es progresiva y esta progresión es cuantificable.
4)  En las astas posteriores del modelo teratogénico de MMC la microglía sufre 
una activación progresiva a lo largo de la gestación. Este dato sugiere daño 
tisular crónico y aporta un posible objetivo a futuros trabajos con sustancias 
inmunomoduladoras.
CONCLUSIÓN SECUNDARIA
En ambos modelos es posible añadir matrices transportadoras de sustancias o que 
favorezcan el crecimiento axonal a la cobertura lumbar fetal; el tipo de matriz determi-
nará la respuesta inflamatoria y la fibrosis local.
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VIII. RESUMEN
INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS
El MMC se asocia a malformaciones corticales cerebrales, hidrocefalia y malfor-
mación de ACII. Describir las mismas alteraciones en un modelo animal corregido 
prenatalmente aportaría datos sobre la etiología de las malformaciones y el beneficio 
del tratamiento fetal.
Los resultados positivos en humanos, en funcionalidad motora y continencia, me-
diante cirugía fetal son escasos, y mejorar el entorno de regeneración neural mediante 
sustancias o membranas podría optimizarlos. Por otro lado, establecer un método de 
cuantificación del daño tisular fetal y de la respuesta de los macrófagos medulares en 
este entorno, establecería objetivos para futuros tratamientos inmunomoduladores y/o 
regenerativos.
MATERIAL Y MÉTODOS
Modelo quirúrgico de oveja para el estudio del cerebro y de métodos de cobertura 
aplicables en humanos. Modelo teratogénico de rata para estudio de las bases del daño 
medular y de la respuesta inflamatoria local en este contexto.
RESULTADOS
El modelo quirúrgico de MMC presenta alteraciones corticales e hidrocefalia pre-
venibles mediante distintos procedimientos fetales, siendo el más efectivo el cierre del 
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defecto con sutura de duramadre. En el modelo quirúrgico es posible utilizar membra-
nas con capacidad teórica de favorecer el desarrollo axonal que queden integradas en 
tejido medular. El modelo teratogénico presenta destrucción tisular y respuesta infla-
matoria medular progresiva, siendo ésta cuantificable.
CONCLUSIONES
Nuestros resultados dan fuerza al daño secundario o prevenible en la malformación 
y sugieren etiologías para las alteraciones cognitivas distintas a la hidrocefalia o la 
disfunción valvular.
Aportamos datos para futuros trabajos con sustancias que mejoren el entorno de re-
generación medular mediante la descripción del uso de membranas y la cuantificación 
del daño tisular y la respuesta inflamatoria medular en este contexto.
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RESUMEN
Objetivo. Describir malformaciones cerebrales en el modelo de
mielomeningocele (MMC) en oveja que pudieran asociarse a las alte-
raciones cognitivas observadas en humanos y determinar si algún tipo
de abordaje prenatal es capaz de prevenirlas. 
Métodos. Realizamos un MMC fetal en 33 ovejas preñadas entre
los días 60 y 80. En 15 casos el defecto no fue corregido (grupo A); en
10 fue corregido mediante cirugía fetal abierta (grupo B); en 5 median-
te cobertura fetoscópica con pegamento biológico (grupo C); y en 3
mediante la aplicación fetoscópica de un parche de sustituto de dura. Los
cráneos y cerebros fueron examinados externamente y en cortes corona-
les. Buscamos hidrocefalia, alteraciones en la migración neuronal y mal-
formación de Arnold-Chiari tipo II (AC-II) mediante H&E, Masson y el
marcador neural S-100. Cuatro corderos sanos sirvieron de control. 
Resultados. Siete animales en el grupo A (46%), 5 en el grupo B
(50%), 2 en el C (40%) y 1 en el D (33%) nacieron a término median-
te cesárea. Los del grupo A presentaron alteraciones en la migración
neuronal, hidrocefalia y AC-II, no observadas en el grupo B o en los
controles. Los cerebros del grupo C no presentaron hidrocefalia ni alte-
raciones en la migración, pero sí dilatación del cuarto ventrículo y un
grado menor de herniación cerebelosa. En este grupo, las raíces nervio-
sas del defecto se encontraban cubiertas por una capa continua de mate-
rial fibroso. 
Conclusiones. El modelo de MMC en oveja presenta alteracio-
nes en el desarrollo cerebral que podrían corresponderse con algunas
de las alteraciones cognitivas de la enfermedad humana. La cobertura
abierta puede prevenirlas completamente y la fetoscópica con pegamen-
to parcialmente. 
PALABRAS CLAVE: Mielomeningocele; Fetal; Oveja; Desarrollo neuro-
nal; Cerebro.
PRENATAL TECHNIQUES TO PREVENT CENTRAL NERVOUS SYSTEM
MALFORMATIONS IN THE SURGICALLY INDUCED MODEL OF
MYELOMENINGOCELE
ABSTRACT
Aim. To describe central nervous system malformations in the sur-
gically induced model of Myelomeningocele (MMC) and their preven-
tion using different prenatal treatments.
Methods. MMC was surgically created in 33 fetal lambs. Fifteen
did not undergo fetal repair (group A). Of the lambs that did undergo
repair, 10 were repaired with open two layer surgical closure (group B),
5 with fetoscopic coverage using bioglue (group C) and 3 fetoscopical-
ly using a patch (group D). All procedures were recorded and lamb
brains and spinal cords were examined grossly and microscopically in
coronal sections for structural organization anomalies. Histopatholog-
ical changes were assessed using HE and S-100 neural marker. 
Results. Hydrocephalus, Arnold-Chiari type II (AC-II) malforma-
tion and some neuronal migration disorders were observed in group A.
Brains from group B and D were not hydrocephalic and had neither cell
migration disorders nor hindbrain herniation. Group C presents mild
degrees of hydrocephalus and AC-II. In group C lumbar lesion was cov-
ered by fibrous tissue. 
Conclusions. Some of the central nervous system abnormalities
observed in human disease are present in the surgically induced mod-
el of MMC. In this model avoidance of fluid drainage using open fetal
surgery limits malformation severity.
KEY WORDS: Myelomeningocele; Cortex; Gyral; Development; Brain.
INTRODUCCIÓN
El mielomeningocele (MMC) asocia varias alteraciones en
el desarrollo neuronal cerebral bien descritas por trabajos ana-
tomopatológicos y radiológicos. Estas malformaciones suelen
ser: hidrocefalia de ventrículos laterales y tercer ventrículo, dis-
genesia de cuerpo calloso, alteraciones en la migración neuro-
nal y malformación de Arnold-Chiari tipo II (AC-II)(1,2).
Estas malformaciones se relacionan con algunas altera-
ciones cognitivas, también bien conocidas, asociadas a la
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enfermedad generalmente en forma de déficits no verba-
les(3).
En el modelo de MMC en la oveja, han sido estudiadas
principalmente la funcionalidad de las extremidades infe-
riores y la anatomía medular. También han descrito varios
autores el AC-II y su corrección mediante cirugía fetal abier-
ta(4,5). Sin embargo, únicamente un estudio había centrado sus
esfuerzos en el desarrollo neuronal cerebral del modelo fue-
ra de las ya conocidas alteraciones de fosa posterior(6).
En humanos, los datos preliminares de cobertura prena-
tal del defecto mediante cirugía fetal abierta se asocian a una
mejoría de la conformación de cerebro y cerebelo y a una dis-
minución a la mitad de la necesidad de colocación de una vál-
vula de derivación ventrículo-peritoneal(7-9).
Los problemas de la cirugía fetal abierta son el oligohi-
dramnios y el parto pretérmino(10), tratando de evitarlos auto-
res de todo el mundo, han intentado simplificar la técnica
de cobertura facilitando así su corrección endoscópica(11-13).
No existe ningún estudio experimental que enfrente los
resultados sobre el desarrollo neuronal cerebral de la ciru-
gía fetal abierta y de distintas técnicas endoscópicas en un
modelo de MMC.
Nuestro objetivo fue describir si el modelo de MMC en
oveja presenta alteraciones en el desarrollo neuronal cerebral
que pudieran relacionarse con las alteraciones cognitivas des-
critas en el humano y el posible efecto beneficioso sobre estas
de distintos tipos de cobertura prenatal.
MATERIAL Y MÉTODOS
Las ovejas preñadas fueron trasladadas a nuestras insta-
laciones una semana antes de la cirugía con acceso libre a
comida y agua hasta las últimas 24 horas previas a la inter-
vención. En todos los casos realizamos un estudio ecográfi-
co que confirmara y datara la gestación. Las ovejas fueron
intubadas y anestesiadas con Propofol (10 mg/kg) e Isofluo-
rano 2-2,5% con oxígeno a 2 L/min. El dolor postoperatorio
fue diagnosticado mediante cambios en el comportamiento y
la marcha y tratado con parches de Fentanilo. 
La creación del defecto ha sido descrita previamente(4,5) y
consiste en la realización de una laminectomía lumbar bila-
teral con apertura de la duramadre seguida de una mieloto-
mía media. La longitud total del defecto fue de unos 3 cm. 
Realizamos el defecto en 33 animales entre las semanas
60 y 80 de gestación; en 15 casos este no fue corregido pre-
natalmente (grupo A); en 10 el defecto fue corregido median-
te cirugía fetal abierta con dos suturas continuas de dura y
piel (grupo B); en 5 mediante la aplicación fetoscópica per-
cutánea de un pegamento biológico (grupo C); y en 3 median-
te la sutura de un sustituto de duramadre derivado del Gore-
tex (Duragen®) y abordaje fetoscópico con tres puertos (gru-
po D).
La técnica fetoscópica de aplicación del pegamento no
había sido descrita y se realizó mediante abordaje percutá-
neo con control ecográfico usando un único trócar Cook
(Check-Flo Introducer Set. Cook. RCF 10.0 38-J) compati-
ble con una óptica Storz de 2 mm (11530 AA. Kart Storz).
El pegamento sintético usado fue Cosseal® (Baxter) y se intro-
dujo de manera percutánea a través de una aguja de veress
con la punta cortada (Fig. 1). La técnica percutánea con tres
trócares ha sido previamente descrita y se realizó con puer-
tos de 3 mm fijados a la pared con balones de Fogarty intro-
ducidos a través de Abocaths paralelos a los puertos(14). Pos-
teriormente, se suturó un parche ovoideo de Duragen® sobre
el defecto usando una sutura monofilamento no absorbible.
Posteriormente los bordes fueron sellados con pegamento
biológico pasando la aguja de veress a través de uno de los
trócares. En los dos tipos de abordaje fetoscópico utilizamos
Helio conectado a un insuflador de laparoscopia Storz, ya
que el uso de CO2 en fetoscopia puede asociarse a acidosis
fetal(15).
Las gestaciones continuaron hasta el día 140. Los cor-
deros vivieron durante las primeras 24 horas durante las que
se estudió la presencia de alteraciones en la marcha y segui-
damente fueron sacrificados y perfundidos con Paraformal-
dehído al 7%. 
Los corderos fueron decapitados y el sistema nervioso
central (SNC) extraído en un bloque cerebro-medula. Los
cráneos fueron explorados externamente y seccionados en
su línea media en busca de malformación de ACII, descri-
ta como tejido cerebelar bajo el foramen mágnum. Los cere-
bros fueron seccionados en su línea media y se tomaron
fotografías de sus planos laterales y sagitales para posterior
estudio de alteraciones groseras en la migración celular e
hidrocefalia. El hemisferio cerebral izquierdo fue seccio-
nado en cortes coronales de medio centímetro desde la comi-
sura blanca anterior en sentido ventral y dorsal. Los blo-
ques fueron embebidos en parafina y se realizaron cortes
de 6 µm que fueron teñidos con H-E, Masson y el marca-
dor neuronal S-100. Cuatro animales sanos sirvieron como
controles.
Figura 1.
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RESULTADOS
Diez y ocho animales murieron durante la gestación
(18/33; 54%) con dos casos de muerte materna (2/33; 6%), lo
que supone una mortalidad fetal y materna semejante a la des-
crita previamente por otros autores (4-6).
Siete animales en el grupo A (7/15; 46%), 5 en el grupo
B (5/10; 50%), 2 en el grupo C (2/5; 60%) y 1 en el D (1/3;
33%) (n.s.) nacieron a término entre los días 140 y 145 de
gestación. Las muertes en el grupo D fueron, en ambos casos,
intraoperatorias por sangrado tras colocación percutánea de
los puertos.
El tiempo del procedimiento en el grupo B fue de 40 min.
± 11, en el grupo C de 40 min ± 8 y en el D de 240 min ±
41.
Aspecto del defecto y clínica
En el momento del cierre del defecto (en los grupos B y
C) y al nacimiento en el grupo A, el MMC presentaba un
aspecto semejante al de la enfermedad humana, estando for-
mado por una fina capa que contenía líquido y tejido ner-
vioso medular abierto en su línea media. Clínicamente, los
animales del grupo A eran parapléjicos, incontinentes para la
orina y presentaban hipotrofia de su cuartos traseros y diver-
sas anomalías ortopédicas en forma de artrogriposis y esco-
liosis graves. Ninguno de los animales presentaba alteracio-
nes craneales groseras, siringomiela o quistes cuadrigéminos. 
Malformación de Arnold-Chiari tipo II
Cuatro animales del grupo A (4/7; 57%) presentaron mal-
formación de AC-II no observada en ninguno de los anima-
les de los grupos B, D o en los controles. Los animales del
grupo C presentaron en un caso AC-II en un grado menor que
el observado en el grupo A (Fig. 2).
Hidrocefalia y alteraciones en la migración neuronal
En los animales de grupo A existía hidrocefalia (Fig. 3) y
alteraciones en la migración neuronal en forma de adelgaza-
Figura  2. Grupo A: presencia de AC-II. Grupo C: grado intermedio de AC-II. Grupos B y D: ausencia de AC-II.
Figura  3. Grupo A: gran hidrocefalia en ventrículos laterales. Grupo C: grado intermedio de hidrocefalia en ventrículos laterales.  Grupos B y
D: ausencia de hidrocefalia.
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miento cortical temporal y pérdida de la estructura habitual
(Fig. 4).
En algunas regiones, el epéndimo había desaparecido brus-
camente y eran las regiones adyacentes a estas las que pre-
sentaban un mayor grado de alteración estructural (Fig. 4).
También en el grupo A existían zonas de adelgazamiento del
cuerpo calloso observadas únicamente en sus porciones pos-
teriores. 
Los animales del grupo C presentaban ligera hidrocefalia
de los ventrículos laterales y uno de ellos una llamativa dila-
tación del tercer ventrículo no acompañada de alteraciones
microscópicas en el tejido adyacente o estenosis en el acue-
ducto de Silvio. 
Ninguno de los animales del grupo B, D o los controles
presentaron hidrocefalia, alteraciones corticales ni otras alte-
raciones en la migración neuronal.
Defecto lumbar
A término, los defectos lumbares en el grupo A se encon-
traban abiertos con grados variables de cierre espontáneo que
no llego a ser total en ningún caso. Los animales del grupo B
presentaban el defecto completamente cerrado con un creci-
miento normal de piel y anejos sobre él, mientras que en los
animales del grupo C macroscópicamente el defecto se encon-
traba completamente abierto, aunque en los estudios micros-
cópicos con H-E se pudo comprobar que existía una fina capa
continua de tejido fibroso que cubría las raíces nerviosas. El
animal del grupo D presentaba el defecto cerrado por com-
pleto.
DISCUSIÓN
Alteraciones en el desarrollo cerebral del modelo
Existe evidencia radiológica y anatomopatológica de la
existencia de anomalías en el desarrollo neuronal cerebral en
pacientes con MMC. Entre estas malformaciones se encuen-
tra: hidrocefalia de ventrículos laterales y del tercer ventrícu-
lo, alteraciones en la migración neuronal, adelgazamiento cor-
tical temporal, disgenesia del cuerpo calloso, polimicrogiria
y alteraciones en la conformación cerebelar y de la fosa pos-
terior(1,2).
Todas estas malformaciones han sido relacionadas por
otras publicaciones con las alteraciones cognitivas particula-
res de los niños con MMC, descritas generalmente en forma
de déficits de atención u orientación así como déficits cogni-
tivos no verbales(3,16,17).
El modelo de MMC en oveja presenta similitudes con la
enfermedad humana en forma de paraplejia e incontinencia
urinaria, así como malformación de AC-II y lesiones histoló-
gicas medulares semejantes(4,5). 
Von Koch, del grupo de tratamiento prenatal de San Fran-
cisco, realizó en el año 2005 el único estudio hasta esa fecha
que buscaba alteraciones en el desarrollo neuronal cerebral del
modelo. No encontró hidrocefalia y las alteraciones cerebrales
estaban limitadas a trastornos en la densidad axonal en un trac-
to nervioso particular relacionado con la fimbria(6). Sus hallaz-
gos en cuanto a AC-II fueron muy semejantes a los descritos
previamente por la literatura(18-20). La principal limitación de
este estudio fue quizá el pequeño número de animales. Nues-
tro grupo ha publicado recientemente algunas malformaciones
cerebrales en el modelo que sugerían una similitud mayor con
la enfermedad que las descritas por von Koch; sin embargo, el
número de animales fue también muy reducido(21).
Los animales con defecto no corregido de nuestro estu-
dio actual mostraron alteraciones en el desarrollo neuronal
cerebral, semejantes a las descritas en las series humanas:
hidrocefalia de ventrículos laterales y tercer ventrículo, alte-
raciones en la migración neuronal, disgenesia de cuerpo callo-
so y AC-II.
La etiología de la malformación de AC-II y de la hidro-
cefalia es controvertida. Algunas teorías localizan su origen
en alteraciones en la conformación de la fosa posterior que
impiden la correcta circulación de líquido cefalorraquídeo
(LCR)(22). Otras más recientes describen la existencia de una
denudación ependimaria inicial que destruye la matriz germi-
nal y modifica la absorción de LCR y precede a toda la cas-
cada malformativa(23,24). 
Figura 4. Grupo A: trastornos en la
migración neuronal. Pérdida de
estructura y adelgazamiento cortical
con denudación ependimaria. Gru-
pos B, C y D: estructura cortical nor-
mal.
 Cir Pediatr 23-1  14/5/10  10:29  Página 62
IX. Bibliografía 137
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE MADRID
El modelo de mielomeningocele en oveja presenta alteraciones cerebrales semejantes a las del humano y... 63VOL. 23, Nº 1, 2010
En el modelo de oveja hemos podido comprobar la exis-
tencia de alteraciones en la migración celular cortical asocia-
das a áreas extensas de denudación ependimaria sin AC-II o
estenosis del acueducto de Silvio. El número de animales es
reducido y no podemos establecer ninguna conclusión sólida
en este sentido; sin embargo, nuestros hallazgos sugieren que
la denudación ependimaria en este caso tuvo un papel inicial
al describirse aislada y sin otra razón que explicara la presen-
cia de hidrocefalia.
Nuestros hallazgos en el modelo en cuanto a AC-II son
semejantes a los del resto de las publicaciones y son cerca-
nos al 43% descrito por von Koch(6). Los animales dentro del
grupo de no corregidos que no presentaron AC-II tenían el
defecto lumbar parcialmente cubierto o, en cualquier caso, de
tamaño menor que los defectos abiertos y grandes que pre-
sentaban los animales con AC-II; hallazgo semejante al des-
crito por Meuli(4,5) y que sugiere que la pérdida continua de
LCR es un factor determinante en su desarrollo.
Eficacia de las distintas técnicas de cobertura prenatal
del defecto
Meuli describió en sus primeros trabajos que la cobertu-
ra prenatal del defecto en el modelo mediante cirugía fetal
abierta producía una reducción significativa del AC-II y cier-
ta mejoría funcional en las extremidades inferiores, medida
mediante potenciales evocados(4,5). Von Koch no encontró dife-
rencias significativas en el desarrollo axonal cerebral entre
los animales corregidos y los no corregidos(6).
En nuestro grupo, los animales corregidos mediante ciru-
gía fetal abierta no mostraron alteraciones cerebrales signifi-
cativas y, de hecho, fueron indistinguibles en todos los aspec-
tos del grupo control. 
Los animales corregidos mediante la técnica de cobertura
percutánea con pegamento presentaron lesiones de gravedad
intermedia. En estos casos no encontramos alteraciones de la
migración neuronal pero sí hidrocefalia de los ventrículos late-
rales y dilatación del tercer ventrículo, pequeños cambios dis-
plásicos en los plexos coroideos y grados menores de AC-II.
Esto sugiere que el pegamento cubre el defecto de manera efec-
tiva durante un período de tiempo limitado, disminuyendo las
consecuencias sobre el desarrollo cerebral de la pérdida de
LCR, pero no previniéndolas por completo. El procedimien-
to es sencillo y con poco riesgo de sangrado. 
La cobertura con tres trócares y una plancha de Duragen
es considerablemente más compleja. El abordaje percutáneo
con 3 puertos en un animal con cotiledones dispersos por la
cavidad uterina multiplica el riesgo de sangrado, que fue la
causa principal de muerte en este grupo. La cobertura en sí
misma también es laboriosa y larga. Los resultados del gru-
po D, aunque semejantes a los de la cirugía fetal abierta, son
cuestionables al existir un único superviviente. Los potencia-
les beneficios de las técnicas percutáneas en cuanto a dismi-
nución del parto pretérmino o mortalidad fetal no han podi-
do ser establecidos probablemente por el pequeño tamaño de
la muestra.
Este trabajo completa en parte los resultados preliminares
publicados por nuestro grupo, sugiriendo con más solidez que
algunas de las malformaciones cerebrales observadas en la
enfermedad humana pueden deberse únicamente a la pérdida
de LCR, quizá debido a modificaciones en la concentración
de sus factores de crecimiento. Si esto es así, la cobertura pre-
natal del defecto estaría indicada, siendo el cierre completo
mediante cirugía fetal abierta el procedimiento más efectivo.
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Abstract
Purpose To examine if brain malformations, similar to
those which account for cognitive disorders seen in human
disease, are present in an ovine model of myelomeningo-
cele (MMC).
Methods An MMC-like lesion was surgically created in
16 fetal lambs between 60 and 80 days of gestation. Ten
did not undergo fetal repair (group A), 2 were repaired with
an open two-layer closure (group B), 2 with open bioglue
coverage (group C) and 2 with fetoscopic coverage (group
D). Lambs were killed and their brains were examined.
Two brains from normal unoperated lambs served as
controls.
Results Thirteen lambs died in utero (81%). Two lambs
in group A and 1 in group B were delivered at term. Group
A brains showed hydrocephalus and extensive areas of
polymicrogyria. There was also an extensive denudation of
the ependymal lining under the polymicrogyric areas and
the corpus callosum was thinner than normal. No hindbrain
herniation was observed. Brains from group B and the
control did not show any of these abnormalities.
Conclusions Some of the central nervous system abnor-
malities associated to MMC in human patients are also
found in the uncorrected fetal lamb model of MMC but not
in the only survivor to intrauterine coverage. Further
studies are necessary to ascertain if these abnormalities can
be prevented by coverage of the defect.
Keywords Myelomeningocele � Fetal � Sheep �
Brain � Development
Abbreviations
MMC Myelomeningocele
AC-II Arnold Chiari type II
CSF Cerebral spinal fluid
Introduction
Myelomeningocele (MMC), a neural tube closure defect, is
the most common congenital malformation of the central
nervous system. Depending on the level, MMC results
in variable lower extremity motor or sensory defects,
neurogenic bladder, fecal incontinence and skeletal
malformations [1]. Some patients develop type II, Arnold-
Chiari malformation (AC-II) and hydrocephalus with var-
iable degree of mental impairment [1–3]. Midgestational
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fetal coverage of the spinal defect has shown promising
results in animal models minimizing damage to developing
central nervous system [4–13]. Some behavioral and non-
verbal cognitive defects have been described in association
with MMC. These cognitive defects could be explained
through brain malformations related to hydrocephalus and
cell migration disorders [14–18]. The fetal lamb MMC
model has been mainly used for examining limb motor
defects [19] and hindbrain herniation [20]. The investiga-
tion of associated brain malformations could further
enlighten the benefits for prenatal coverage and also allow
in-depth knowledge of the similarities between the human
disease and the ovine model. The aim of this report, a part
from a more extensive investigation of the developmental
changes associated with different modalities of prenatal
repair of the MMC in fetal lambs, was to describe in this
model the previously unreported brain malformations
similar to those found in patients with MMC that might
account for cognitive and behavioral disorders.
Materials and methods
Pregnant ewes were delivered 1 week before the inter-
vention and housed in an appropriate establishment with
free access to food and water except for the 24 h pre-
ceding the intervention. Prior to anesthesia, ultrasound was
used to confirm pregnancy, to determine the number of
and position fetuses and gestational age. Each ewe was
positioned supine, intubated, anesthetized with Propofol
(10 mg/kg) and maintained with isofluorane 2–2.5% in
oxygen 2 l/min. Postoperative pain was assessed with
observation of changes in posture, locomotor activity and
alimentary behavior, and treated with a trans-dermal
Fentanyl patch.
An MMC-like lesion was surgically created in 16 fetal
lambs between day 60 and 80 of gestation. A midline
maternal laparotomy and, as previously described [21, 22],
bilateral and lower lumbar laminectomy was performed in
the fetus, followed by a middle myelotomy (with dura
opening) until leakage of cerebral spinal fluid (CSF) was
observed. The 16 fetuses were divided into four groups.
Ten lambs (10/16, 62%) did not undergo fetal repair (group
A). A group of 2 (12%), underwent open surgical repair on
day 100th (group B). To additional groups of 2 (12%)
received either open bioglue coverage (group C) or per-
cutaneous fetoscopic coverage using bioglue or patch
(group D). Only survivors in groups A and B form the basis
of the present report.
Fetuses were allowed to go to term (day 140) and were
delivered vaginally, they were killed within 24 h and per-
fused with 4% paraformaldehyde. The lambs were
decapitated and a spine sample was removed. Lamb skulls
were hemisectioned on the midline looking for hindbrain
herniation as defined by cerebellar tissue below the fora-
men magnum. The skull was examined looking for lacunar
malformations. Brains were dissected and removed from
the skull, weighed and postfixed 24 h in 4% paraformal-
dehyde. Brains were hemisectioned in the midline and
photographs were taken from the convexity and the mid-
plane (Nikon D40X 10 Mpixel camera). The cortical
surface was examined looking for migration defects. Each
hemisphere was sectioned in the coronal plane to obtain
1 cm-thick blocks; the first coronal section passed through
the anterior white comissure.
The presence of hydrocephalus was assessed and pho-
tographs were taken. Blocks were embedded in paraffin
and 6 lm sections were obtained and stained with hema-
toxilin and eosin.
Results
Thirteen lambs died in utero (13/16, 81%) with three
maternal deaths (3/16, 19%). This mortality is higher than
that in previous reports, due to the relatively high maternal
mortality and also to the intrinsic tendency of the model to
the preterm labor [21, 22]. Two mothers died 3 and 4 days
after surgery due to pulmonary infection refractory to
antibiotics, related to gastric aspiration during anesthetic
induction. Another maternal death was related to an
unsuccessful result of the percutaneous coverage. Two
lambs in group A (2/10, 20%) and 1 in group B (1/2, 50%)
were delivered at term.
Clinical findings
At the time of MMC coverage (day 100), lesions had
lumbar cystic sacs containing abnormal spinal cord tissue
on the dorsal aspect, similar to the malformation observed
in humans. At term (day 140), the two survivors from
group A presented quite nice healing of the defect without
any CFS leak. Clinically, these two animals without pre-
natal correction were incontinent for urine and showed
flaccid paraplegia, muscular hypotrophy and absent
reflexes. The animal from group B did not show paraplegia
or decreased muscle mass.
Pathological findings
At term (day 140) no significant hindbrain herniation was
observed in any animal (Fig. 1a). None of the lambs (born
at term or miscarried) had evidence of syringomyelia,
quadrigeminal cyst, split cranial sutures or lueckenscha-
edel. Brains from group A showed hydrocephalus and
extensive areas of polymicrogyria in the posterior portions
1336 Pediatr Surg Int (2008) 24:1335–1340
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of the cerebral hemispheres (Fig. 1b–d). There was also a
reduced cortical thickness in temporal, parietal and occip-
ital regions but there was an apparently normal
development of frontal regions (Fig. 1b, c). Microscopi-
cally polymicrogyric areas consisted of a thin and
undulating ribbon made of multiple mini-convolutions with
only a molecular layer under the meninges and a neuronal
layer without laminar organization; the molecular layer
fused between adjacent mini-convolutions (Fig. 2a). Some
mini-convolutions radiated out like fingers and others
blanched, and fused producing submerged gyri. There were
also some glioneuronal heterotopias in the meninges.
The ependymal lining was lost in extensive areas under
the polymicrogyric tissue. Rests of the germinal matrix
were found under the surviving ependyma (Fig. 2b). There
was an abrupt transition between the denudated areas and
those still covered by ependyma (Fig. 2b). Glial tissue was
directly in contact with CFS in denudated areas. The pos-
terior portions of the corpus callosum were gliotic and
considerable thinner than the anterior portions under the
frontal lobes (Fig. 2c); these lobes did not show poly-
microgyria and the ependymal lining was preserved.
Finally, the brainstem and cerebellum were normal. The
aqueduct of Silvius and the IV ventricle were covered by
ependyma and the subcomissural organ was normal.
The brain from group B was not hydrocephalic. Neither
cell migration disorders nor hindbrain herniation were
observed. None of those changes were found in the control
brains, either.
Discussion
Hydrocephalus, ependymal denudation and migration
disorders
There are two main hypotheses for explaining the initial
hydrocephalus in MMC; extreme crowding of contents of
the posterior fossa that impedes egress of CSF from the
subarachnoid space [1, 23–25], and a primary ependymal
Fig. 1 Pathology findings
(macroscopic). In a the posterior
fossa of the skull of a lamb from
group A is exposed; there are no
signs of hindbrain herniation
(white arrow points the vermis
and white arrowhead points the
spinal cord). b shows the central
nervous system of a lamb from
group A (up) and a control case
(down); group A brain shows
extensive areas of
polymicrogyria (black arrow)
in the posterior portions of the
cerebral hemispheres mostly
affecting the parietal, occipital
and temporal lobes; the frontal
lobes, the cerebellum and the
brain stem are grossly normal.
A medial view of the same case
in the upper portion of b can be
seen in c; polymicrogyric areas
in the parietal and occipital lobe
also affect their medial aspects
(white arrow); the
diencephalon, the cerebellum
and the brainstem are grossly
normal, but the posterior portion
of the corpus callosum is thinner
than the anterior. d shows two
coronal sections of the same
brain from group A depicted in
b and c; the lateral ventricles are
very enlarged (white asterisk)
and the polymicrogyric
neocortex is very thin
(white arrow)
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denudation leading to communicating hydrocephalus [26].
Ependymal denudation has been described in human fetal
hydrocephalus, but it is not clear if this was its cause or
result. It was generally thought that the ependymal denu-
dation was a consequence of the increased intraventricular
pressure [27, 28]. However, studies with hyh mutant mice
have shown that the primary defect preceding hydroceph-
alus resides in the ependymal cell lineage. Ependymocytes
detach and follow a progressive ependymal denudation and
this effect may also involve a subcomissural organ dis-
function that has been closely related to the development of
hydrocephalus [25].
Recently, a study based on human fetuses with MMC
described an ependymal denudation preceding hydroceph-
alus and AC-II malformation suggesting that this
ependymal denudation would account for the loss of pro-
genitor cells and impairment of CSF restoration with
implications for cell proliferation and migration [29–31].
Our animal model shows extense areas of ependymal
denudation, a considerable hydrocephalic brain, clear dis-
orders of cortical development, and completely open
aqueduct without hindbrain herniation. The strong statis-
tical association in human disease between hydrocephalus
and AC-II suggests a common developmental pathway that
several theories have tried to explain [23, 24]; no
assumption could be made about the complex origin of
AC-II and more animals are necessary to analyze this fact.
On the other hand, anatomical proximity between cell
migration disorders and areas of denuded ependyma and
the presence of hydrocephalus in the absence of AC-II
Fig. 2 Pathology findings
(microscopic). A whole coronal
section from a brain of group A
stained with hematoxilin and
eosin is shown on the left;
midline is to the right and the
cerebral convexity is to the left.
The inset in a shows a
microscopic view of a
polymicrogyric area where the
cortex has a molecular layer
(white asterisk) and a non-
layered neuronal zone below.
Micro-convolutions seem to
fuse close to meningeal vessels
that introduce themselves in the
brain parenchyma (upper black
arrow). The ependymal linning
is lost (black arrow in the
bottom). The inset in b shows
rests of the subependymal
germinal matrix (black asterisk)
covered by ependyma; there
is an abrupt transition between
the areas covered by ependyma
and those areas denudated
(black arrow). The inset in c is a
coronal section of the corpus
callosum under the
polymicrogyric areas that is
thinner than normal
(double black arrow)
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suggests that this ependymal denudation could have had an
initial appearance in the malformative developmental
sequence.
Hindbrain herniation
Hindbrain herniation was not found in any animal, dif-
ferently from previous reports Paek (100%) [32],
Bouchard (85%) [33] and von Koch (43%) [34]. Perhaps
the most remarkable fact is the absence of this herniation
in presence of hydrocephalus, suggesting that hydro-
cephalus may have a previous origin non-related to AC-II.
Again, more animals are necessary to analyze this fact.
An early MMC creation is feasible preventing defect
healing, allowing a longer CSF leak and perhaps
improving possibilities for herniation of cerebellar tissue
below the foramen magnum. It is probable that our
lesions were smaller than expected and, as was observed,
they were healed in utero before hindherniation could
appear.
Cortical and corpus callosum thinning:
human cognitive defects
The finding of a spectrum of posterior cerebral mantle
thinning has already been described in humans in associ-
ation with hydrocephalus [27, 31]. Recently, a radiological
study, using quantitative MRI, has described an overall
reduction in white matter and an increased neocortical
thickness in the frontal regions of children with MMC [35].
Parietal, temporal and occipital cortical thinning have been
observed in the non-corrected brains of our study; frontal
regions seemed to be even more prominent than healthy
brains, and parietal areas were particularly reduced, vary-
ing from mild thinning to virtual absence. These regional
patterns correlate in our model with underlying hydro-
cephalus so perhaps thinning could be associated with its
mechanical effects. In terms of neurobehavioral outcomes
relatively few children with MMC sustain severe mental
retardation; weakness involves reading, spatial construc-
tion skills, attention, orientation and engagement, and
behavioral regulation. Since cognitive skills involving
language and word recognition are mediated by neuronal
networks that involve the frontal regions, preservation of
these skills may reflect the greater reliance on frontal
components of these networks, as has already been
described in humans by some radiological publications
[14–16, 35].
In addition, the reduction in temporal or occipital white
matter and callosal dysgenesis, as occurred in our non-
corrected brains, has been observed in human MMC [1, 24].
This particular group of malformations, probably related to
chronic hydrocephalus, has been associated with attention,
orientation and another non-verbal skills, some of the well
documented cognitive weakness observed in children with
MMC.
Intrauterine repair of MMC: developmental brain
implications
von Koch in 2005, working with the surgically induced
sheep MMC model, described some axonal tract degener-
ation on the fimbria-forniceal pathway suggesting an
influence of the MMC-like defect in brain axonal devel-
opment. No polymicrogyria, subependymal gray matter
heterotopia or differences in head circumference were
found in her study.
She also observed no significant differences in axonal
development between corrected and non-corrected groups
[34].
The MMC sheep model is an injury model that is not
supposed to reproduce the brain developmental changes
of the human disease. As von Koch notes [34], the sheep
model only partially resembles MMC in order to the
absence of hydrocephalus, polymicrogyria and sube-
pendymal gray matter heterotopia. Our small sample size
limits the reliability of our results; the neurodevelop-
mental malformations we have observed in the MMC
model suggests that human brain abnormalities, could be
produced at least partially by prenatal CSF leakage, per-
haps related to changes in fluid restoration or imbalances
in the CFS neural progenitor population. In this case,
prenatal coverage of the leak, may improve brain
development.
As far as we know, this is the first description of these
malformations in the MMC-like lamb model. No firm
assumption can be made about the complex origin of
hydrocephalus or AC-II malformation and further results
with larger samples than this preliminary group will be
needed.
It would be interesting to determine in further studies
the presence of ependymal denudation at different gesta-
tional stages.
Our findings suggest a stronger resemblance of the ovine
MMC-like model to human disease and encourage the
continuing work on diverse procedures of prenatal repair.
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Abstract
Purpose: The purpose of this study is to describe the malformations of cortical development detected in
a model of cerebrospinal fluid (CSF) leakage and the influence of surgical closure technique on
developmental outcome.
Methods: Using a surgically induced model of myelomeningocele (MMC) in sheep, we studied the
effects of different repair methods upon the development of hydrocephalus, the presence of the Arnold-
Chiari II (AC-II) hindbrain malformation, and cerebral cortex developmental anomalies using gross and
histologic (hematoxylin and eosin and Nissl staining) study techniques.
Results: A malformed cerebral cortex, including 2 anomalous cortical folding patterns, and lower brain
weights were observed in the untreated animals. Hydrocephalus and AC-II malformations were also
found in this group. These malformations were mostly prevented with prenatal 2-layer closure.
Conclusions: Cerebral cortical malformations and hydrocephalus, in addition to the AC-II hindbrain
malformation, are disorders caused by fetal CSF leakage. These malformations were prevented with the
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technique of MMC closure currently used in humans. Both observations magnify the importance of the
second hit associated with chronic CSF leakage, in addition to the primary defect causing the MMC, in
the development of the malformation complex.
© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
Myelomeningocele (MMC) is a neural tube closure defect
that is often associated with cognitive impairment, including
well-described neuropsychological strengths in language
areas and weaknesses in cognitive spatial skills that appear to
be related to different patterns of cortical reorganization.
Several associated malformations of cortical development
have been described that are generally considered as a part of
the spectrum of malformations caused by the unidentified
primary insult [1-6].
New imaging tools [7] and achievement of a prenatal
MMC repair technique have increased the interest in this
whole field, especially because potential positive effects on
neurocognitive development have been described by the
Children's Hospital of Philadelphia [8-10]. A preliminary
report revealed that some of the brain abnormalities
associated with MMC in human patients are also found in
the uncorrected fetal lamb model of MMC [11]. Because this
was a surgically created spinal defect, the finding of cerebral
cortical abnormalities was unexpected and of great interest
because the finding of a secondary brain insult owing to
cerebrospinal fluid (CSF) loss would strongly support
arguments for prenatal repair of MMC.
The purpose in this article is to describe a previously
unreported cortical malformation induced by surgical
creation of a spinal lesion that results in loss of CSF volume
in the fetal lamb at midgestation. In addition, the influence of
different prenatal repair modalities on the presence and
severity of the cortical malformation and developmental
outcome is described, with special emphasis on the technique
used in humans in the Management of Myelomeningocele
Study (MOMS) trial. Morphologic results, other unreported
findings such as hydrocephalus, and some probable
etiologies are also discussed.
1. Materials and methods
All our work was performed with approval of the Animal
Care Committee of our hospital in Madrid and according to
European Council Directives (C86/609/EEC and 2003/65/EC)
and Spanish guidelines (BoletínOficial del Estado ofMarch 18,
1988). Pregnant ewes were delivered to the laboratory 1 week
before the intervention and housed in an appropriate establish-
ment with free access to food and water except for the last 24
hours. An ultrasound study was performed before anesthetic
proceedings to confirm pregnancy and to determine fetal
number, position, and gestational age. Each ewewas positioned
supine, intubated, anesthetized with propofol (10 mg/kg), and
maintained with isofluorane 2% to 2.5% in oxygen 2 L/min.
Postoperative pain was assessed with observation of changes in
posture, locomotor activity, and alimentary behavior and was
treated with a transdermal fentanyl patch.
An MMC-like lesion was surgically created in 25 fetal
lambs on day 75 of gestation [12-14]. A midline maternal
laparotomy and, as previously described by Meuli et al
[12,13], bilateral and lower lumbar laminectomy were
performed in the fetus, followed by a middle myelotomy
until leakage of CSF was observed. The fetuses were
distributed in 3 groups. Fifteen lambs (of 25; 60%) did not
undergo fetal repair (group A); and at day 100, 5 (20%) were
repaired with open surgical closure (group B) and 5 (20%)
with open bioglue (Cosseal; Baxter España, San Fernando,
Madrid, Spain) coverage (group C). Three animals were used
as normal controls (group D). Three preterm animals at day
70 of gestation were studied to assess cerebral folding
process the day the defect was created.
1.1. Anatomical studies and histopathologicmethods
After surgery, fetuses were allowed to go to term (day 140)
and were delivered by cesarean birth. They were killed within
24 hours and perfused transcardialy with 7% paraformalde-
hyde. The lambs were decapitated. Lamb skulls were
hemisectioned on the midline looking for hindbrain herniation
as defined by cerebellar tissue below the foramen magnum
[15]. Brains were dissected and removed from the skull
including the cerebellum, weighed, and postfixed for 24 hours
in 4% paraformaldehyde. Brains were hemisectioned in the
midline, and photographs were taken from the convexity and
the midplane (Nikon D40× 10-mp camera, Nikon España,
Madrid, Spain). The cortical surface was examined looking for
migration defects and sulcation patterns and the medial view
for subependymal nodules and hydrocephalus. The examiner
was the same in the whole group and was blinded regarding
whether the fetal sheep was normal, unrepaired, or prenatally
repaired. External patterns of cortical sulcation were divided
into normal, undersulcation (pachygyria-like), and excessive
sulcation (polymicrogyria-like), depending on the external
appearance of sulci and gyri. Pachygyria-like sulcation
consists of shallow sulci and broad gyri and can be considered
incomplete sulcation. Polymicrogyria-like sulcation consists
of many thin, irregular gyri with variably deep sulci and can be
considered as high degree of folding.
The nomenclature of sulci and gyri has been extensively
described in ovine cerebral hemispheres. We choose the
nomenclature of Louw [16] for our work because it is current
and because it also considers the descriptions of previous
authors [17,18]. The nomenclature is summarized in Table 1,
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and the exact locations of the various sulci and gyri were
determined by examining the pictures. To determine the
differences between each group, the results were described
by the proportion of identifiable structures in Table 1.
Each hemisphere was sectioned in the coronal plane to
obtain 1-cm–thick blocks; the first coronal section passed
through the anterior white commissure.
Blocks were paraffin embedded, and 6-μm sections were
obtained and stained with hematoxylin and eosin (H&E) and
Nissl. Conventional histologic studies were used to deter-
mine neuronal migration disorders usually associated with
abnormal sulcation and to discern possible etiologies.
Live sheep embryos were obtained from the slaughter-
house Murgaca (Cartagena, Spain) to determine normal brain
development at the gestational time at which the defect was
created. These animals were obtained from live sheep
embryos from the slaughterhouse and added to the group.
The embryonic age of the collected embryoswas determined a
posteriori based on the crown-rump length. Perfusion and
brain section were performed following the previously
described methods. In this case, Nissl staining was used.
1.2. Statistical methods
The results were expressed as percentages or as means ± SD,
and groups were compared by either 2-way analysis of variance
or nonparametric tests with a threshold of significance atP b .05.
2. Results
Nine lambs (of 15; 60%) in group A, 3 (of 5; 60%) in group
B, and 2 (of 5; 40%) in group C were delivered at term by
cesarean birth. In group B, the lumbar defects were closed. In
group C, the lumbar defect was open; but some fibrous tissue
was present, covering it incompletely. In group A, we found 5
animals with spontaneous closure of the defect in spite of the
absence of any prenatal attempt to close or cover it; in the other
4 animals, the defect was open and had the usual cystic shape
described elsewhere [12,13]. There were no differences in
lumbar defect size or gestational age between the spontaneous
coverage group and the open lumbar defect group.
2.1. Brain malformations (anatomical description of
sulci and gyri)
The proportion of identifiable structures from Table 1 [16]
is represented in Fig. 1.
2.1.1. Normal animals (group D)
The pattern of sulci and gyri described by Louw [16]
is clearly visible, and the proportion of identifiable
Table 1 Number and position of fissures, gyri, and sulci
Lateral/cranial Medial
1. F sylvia 12. S marginalis 21. S ectogenualis
2. S presylvius 13. G marginalis 22. G genualis
3. G sylvius rostralis 14. S
endomarginalis
23. G ectogenualis
4. S suprasylvius 15. G
endomarginalis
24. S endogenualis
5. G suprasylvius 16. S coronalis 25. S esplenialis
6. G obliquus
caudalis
17. G coronalis 26. S
endoesplenialis
7. G obliquus
rostralis
18. S cruciatus 27. G cinguli
8. S obliquus 19. G precruciatus 28. S corporis
callosi
9. S ectosylvius 20. G postcruciatus 29. Corporis callosi
10. G ectosylvius
11. S rhinal
F indicates fissura; G, gyrus; S, sulcus.
Fig. 1 A, Brain identifiable structures. B, Brain weight. C,
Proportion of malformations.
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structures from Table 1 was 100% in all the cases. All
sulci were completely formed and of normal depth. The
external appearance was virtually identical to the adult
animal [16]. No hydrocephalus or Arnold-Chiari II (AC-
II) hindbrain malformation was observed (Fig. 2A, C,
and E).
Fig. 2 Comparison between normal and untreated animals. A, C, and E, Normal sulci and gyri of ovine cerebral hemispheres. Lateral,
dorsal, and medial view of right and left cerebral hemispheres from different controls. The sulci are complete, and the brain looks like that of
the adult animal. The sulci are very deep, and all of them are clearly present. Cerebellum presents a normal configuration and shape, and no
AC-II malformation is observed. B, D, and F, Uncorrected animals without self-closure. B, Lateral view. Great differences can be observed
with panel A in the number and depth of the sulci. Only sulcus rhinalis (11), fissura sylvia (1), sulcus presylvius (2), and gyrus sylvius rostralis
(3) are clearly observed. Sulci are not complete, and they present smoother contours than those observed in controls. Gyri related to sulcus
obliquus (8) and sulcus ectosylvius (9) are not observed. Sulcus rhinalis (11) is visible, but it appears like a lateral indentation; it is not well
observed at its rostral aspect. A severe hindbrain herniation is also observed. D, Detail of temporal-occipital lobe. Sulcus rhinalis (11) is well
observed, but gyri related to sulcus obliquus (8) are absent. Configurations of gyri related to sulcus ectosylvius (9) are different from those
found in controls. F, Medial view. A severe hindbrain herniaton is observed. Sulci and gyri are present but with lower depth. Sulcus
endoesplenialis (26) is not observed, and sulcus coronalis (16) and cruciatus (18) are not clearly visible.
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2.1.2. Uncorrected animals without self-closure (4 animals
of group A)
Continued leakage of CSF was associated with abnormal
cerebral cortical anatomy. Less than 80% of normal structures
were identified (in 1 case, b20%). The difference in the
percentage of identifiable structures between this group and the
other coverage modalities was significant (P b .05) (Fig. 1).
Sulci were incompletely formed, and they were shallower
than those observed in controls. The abnormal patterns were
mostly found in the temporal and occipital lobes, with the
spectrum of malformations ranging from extensive areas of
polymicrogyria to incomplete pachygyria and the presence of
Fig. 3 Uncorrected animals without self-closure. A, Lateral view. There is an absence of normal pattern in gyri and sulci. Only sulcus
presylvius (2) and sulcus rhinalis (11) could be observed, and they are shallower than those described in controls; in fact, sulcus presylvius is
almost absent. Arnold-Chiari II malformation is also observed. B, Medial view. Mild degree of hydrocephalus. C, Medial view. Sulci and gyri
are present but with lower depth. Sulcus endoesplenialis (26) is not observed, and sulcus coronalis (16) and cruciatus (18) are not clearly
visible. D, Medial view; detail of frontal lobes. Sulcus endogenualis and gyrus ectogenualis are normal. There is an absence of continuity in
sulcus ectogenualis; gyrus genualis is also incomplete. E, Detail of occipital-temporal lobe. Presence of smooth contours cortex. The pattern of
normal sulci and gyri is completely absent, which could be described as pachygyria. F, Medial view shows that polymicrogyric areas in the
parietal and occipital lobe also affect their medial aspects. The diencephalon, the cerebellum, and the brainstem are grossly normal; but the
posterior portion of the corpus callosum is thinner than the anterior. A high-degree hydrocephalus is observed in the lateral ventricles.
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rudimentary sulci (Fig. 2B, D, and F and Fig. 3). Arnold-
Chiari II malformation and hydrocephalus were also observed
in this group (Fig. 1).
2.1.3. Open fetal surgery, coverage with bioglue and
spontaneous coverage (groups B and C and 5 animals of
group A)
Any type of prenatal coverage that impeded CSF leakage
was associated with identifiable sulci and gyri. Sulci were
completely formed, and more than 95% of the expected
structures could be identified (Fig. 1). When the spinal defect
was covered with bioglue, cortical changes were slightly
more severe; and a mildly lower proportion of identifiable
structures was observed (Fig. 1). The absence of sulcus
endoesplenialis in both of the animals treated with bioglue is
particularly interesting because of its proximity to the
posterior fossa, where most of the cortical lesions were
concentered. In these animals, bioglue alone seemed to be
insufficient to stop CSF leakage during gestation; and they
developed AC-II hindbrain malformations. These malforma-
tions were not observed in the lamb cases with spontaneous
closure, supporting a hypothesis that the glue failed to
completely stop the fluid leakage and also prevented
complete spontaneous closure. Lambs treated with open
fetal surgery and the self-closure groups had higher
proportions of identifiable cerebral cortical structures and a
lower incidence of AC-II hindbrain malformations and
hydrocephalus than the bioglue or non–self-closure groups
(Fig. 1).
2.2. Brain weights
Brain weights are represented in Fig. 1. The weight of
those with an open defect without self-closure was
significantly less than that in the rest of the groups.
2.2. Hydrocephalus was present in every group
except in controls
Two of them (2/5; 40%) were associated with AC-II
hindbrain malformations, and 1 (1/5; 20%) was associated
with ependymal denudation (Fig. 1).
2.3. Cortex folding patterns and neuropathologic
findings
At day 70 of gestation, the fetal lamb brains showed the
first sulci and the presence of cell migration within the
developing cerebral mantle (Fig. 4).
Postnatally, study of coronal sections allowed the
detection of 2 anomalous sulcation patterns (Fig. 4).
Pachygyria- and polymicrogyria-like areas were found in
every group but the controls. The open-surgery group and the
self-closure group had high proportions of normal folding
patterns. Proper polymicrogyria, defined as thinner sulci
with absence of normal cortical layers, was only found in the
nontreated group without self-closure (Fig. 1).
3. Discussion
The formation of the cerebral cortex begins at about the
sixth embryonic week with the formation of the ventricular
zone of the dorsal (pallial) and ventral (subpallial) germinal
matrices. Glutamatergic neurons are produced in the dorsal
germinal matrix, from which they migrate radially to the
developing cortex, using radial glial fibers as guides. In
contrast, GABAergic neurons are produced in the ventral
germinal matrix and have a more complex route to the
cortex, involving both tangential and radial migration. Upon
arriving in the cortex, migrating neurons receive signals from
cells in the molecular zone, disengage from the radial glial
fibers, and establish contact with other cortical and
subcortical targets in a process known as cortical organiza-
tion. The final stages of migration are dependent upon
interactions with the pial limiting membrane and the
overlying leptomeninges. Interference with any of these
processes of neuronal proliferation, neuronal migration, and
cortical organization results in a spectrum of disorders
known collectively asmalformations of cortical development
[19-22]. Abnormal sulcation is seen in many of these
disorders, presumably because the layering of neurons within
the cortex is disturbed or because the axonal connections are
aberrant; however, the precise origin of normal sulcation is
poorly understood [23,24].
Fig. 4 Cortex folding patterns and neuropathologic findings. A, Macroscopic view of a prenatal sheep brain at day 70 of gestational age
showing the appearance of the first sulci (white arrow). B, Coronal section of the brain in panel A showing the migration of cells from the
germinal matrix to the developing cortex where the first sulci are appearing; the black arrow points to the same sulcus as the white arrow in
panel A (Nissl staining). C, Macroscopic view of a control brain showing the normal pattern of cortical folding. The asterisk marks a normal
gyrus. D, Coronal section of the brain in panel C showing deep sulci and normal gyri (H&E staining). E, Macroscopic view of a brain showing
the pachygyria-like pattern of cortical folding. The asterisk marks an area of thicker gyri and thinner sulci; the arrow points to the AC-II
malformation. F, Coronal section of the brain in E. The asterisk marks an area of swallow sulci and thicker gyri; the lateral ventricle is slightly
dilated (H&E staining). G, Macroscopic view of a brain showing the polymicrogyria-like pattern of cortical folding. The asterisk marks a
thinner gyrus (compare the areas marked by asterisks in panels C, E, and G). H, Coronal section of the brain in G. The asterisk marks an area of
deep sulci and thinner gyri; the lateral ventricle is moderately dilated (H&E staining). The white vertical lines in panels C, E, and G mark the
levels of the coronal sections of D, F, and H. LV indicates lateral ventricle; Th, thalamus.
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3.1. Cortical folding patterns in human MMC
Magnetic resonance surface analyses of the cerebral
cortex in patients with MMC have shown reduced cortical
thickness in occipital-temporal regions and increased cortical
thickness in frontal regions based on group comparisons with
healthy age-matched controls [2]. These findings of altered
spatial patterns suggest a cortical distribution that correlates
well with MMC cognitive strengths and weaknesses. The
same authors have recently reported how some of these
thinning and thickening areas also presented areas of
increased and reduced cortical complexity [3]. As in humans,
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we found areas of polymicrogyria- and pachygyria-like
folding dispersed through the whole cortical surface and
mainly located in temporal and occipital areas. These
different folding patterns could not be considered as
pathologic in themselves. They have been simply related
with compactness of neural connectivity and perhaps with
differences in domains of cognitive function [3,4]. Although
nonpathologic, these anomalous patterns were only absent in
normal animals; and only open surgery seemed to prevent
them, but only partially.
3.2. Characterization of the model and its brain
similarities with the human disease
Abnormalities of the cerebral cortex have been described
in patients with MMC. In an MMC postmortem series
described by Gilbert et al [5], 92% of children were found to
have some kind of cerebral cortical malformation including
periventricular nodular heterotopias, polymicrogyria, and, in
some cases, profound primitive developmental disruption
[6]; other authors have noted similar findings [7]. The use of
fetal and postnatal magnetic resonance imaging has,
therefore, made a significant contribution to detection of
brain malformations of cortical development in MMC.
Working with the surgically induced sheep MMC model,
von Koch et al [25] described some axonal tract degeneration
on the fimbria-forniceal pathway, suggesting a possible
disruption of this pathway owing to alterations of CSF flow
dynamics resulting from the MMC-like defect. Working with
the same model, our group published a preliminary study
reporting the presence of hydrocephalus and heterotopia [11].
The chronology of sulcation in normal sheep has been well
documented by Louw [16]. Being a large mammal, the pattern
is quite constant; and the nomenclature is well established. In
the present study, we have shown that any kind of prenatal
coverage of the open spinal defect, including the well-
described spontaneous coverage of the model [12,13], results
in normal brain weight and the normal development of
sulcation as described byLouw. In contrast, those animals with
an open spinal defect through the entire last half of gestation
had lower brain weights and sulcation abnormalities. As in
humans, the malformations vary from a mild pachygyria-like
malformation to extensive areas of polymicrogyria and
heterotopia with complete loss of brain architecture.
3.3. Possiblemechanisms of corticalmaldevelopment
and hydrocephalus in MMC
Studies in animal models and humans have shown that
CSF contains essential molecules for neural proliferation and
migration [26]. In addition, fetal ependymal cells can release
molecules via their long basal ependymal processes that
extend into germinal matrix and white matter [27].
Because the ependymal role is also the maintaining of
radial glial cells that guide neuroblast, a late disruption like
ours may produce neural migration disorders in previously
well-developed areas [28]. Results from de Wit et al [29]
could support that theory; working with human fetal MMC,
they described how ependymal denudation and abnormal
neural migration can occur before the onset of the rest of the
brain malformations. The ependyma in one of our nontreated
cases was denuded and associated with highly disrupted
cortical organization. Astroglial reaction confirmed that
ependyma denudation was not a consequence of poor fixation
[11]. The rest of the malformed brains showed preservation of
the ependymal lining. Nevertheless, neither a later reparative
process nor the presence of other changes related to diffusible
molecules or filament proteins could be assessed with the
conventional histologic procedures used here.
Hydrocephalus has been described as being associated
with AC-II [5] and ependymal denudation [30], and its
marked presence in all our groups with these same related
findings is a previously unreported observation in the model.
Small changes in CSF hydrostatic pressure may affect
ependymal development, and this has been described in mice
being the lesion before hydrocephalus development [30]. At
any rate, how hydrocephalus itself could produce cortical
dysplasia and ependymal injury is well established [31,32];
and perhaps, our defect was created too late to produce a
profound ependymal disruption. So again, it is difficult to
discern the initial lesion.
Another possible mechanism is suggested by studies of
Foxc1 mutant mice that reveal cortical dysgenesis. Foxc1 is
expressed only in the developing leptomeninges and not in
the developing cerebral cortex. However, the work of Hecht
et al [22] suggests that defects develop in the pial limiting
membrane of the developing cortex because of cortical
growth and that Foxc1 is necessary for repair of these defects
[21]. In the absence of repair, the cortex is dysmorphic, with
overmigration of neurons into the subarachnoid space
through gaps in the pial limiting membrane. Similar defects
in the pial limiting membrane might be caused by fetal
hydrocephalus. Although our nontreated animals presented
similar findings, it is hard to suggest any consequence other
than that leakage of CSF probably disrupts the delicate
equilibrium of signaling factors and hydrostatic pressures.
This could impair ependymal or meningeal development
even in later stages with the consequences in cortical and
ventricular morphogenesis described in humans and now in
the surgically induced sheep model.
3.4. Neurocognitive improvements achieved by
prenatal coverage of MMC in humans (prenatal
closure of the defect)
In neurobehavioral outcomes, few children with MMC
have severe mental retardation. Their weaknesses involve
reading, spatial construction skills, attention, orientation, and
behavioral regulation. Cognitive skills involving language
and word recognition mediated by frontal networks are
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preserved [1]. Prenatal elective layered closure of MMC
reverses hindbrain herniation, reduces the incidence of
ventriculoperitoneal shunt, and improves cognitive results
in some children [8-10,33,34].
The etiologies of these cognitive improvements are
controversial and will need further research by the MOMS
study. Anyhow, they are usually related to the complications
of shunting [8,35] or hydrocephalus [36,37]. Our results
describe how CSF loss itself induces developmental out-
comes similar to those found in humans, thus highlighting
the importance of prenatal repair. In our work, the most
effective way to achieve this purpose seemed to be open fetal
surgery, which allowed development of normal patterns and
structures and decreased hydrocephalus and AC-II malfor-
mation in higher proportions than the rest of the treatments.
The use of bioglue could have an application in fetoscopic
surgery, but it produced just a part of the benefits obtained by
open surgery. In humans, fetoscopic approaches have been
described as extremely challenging and are still only isolated
reports [38-41].
In summary, in our model, gyral malformations and
hydrocephalus may be added to the sequence produced by
CSF loss; and both can be mostly prevented prenatally with
the technique used nowadays in the human trial. This
observation magnifies the importance of the second hit at the
expense of the unknown primary insult.
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Abstract
Background/Purpose: Spinal cord damage in myelomeningocele (MMC) results from abnormal cord
development and subsequent local trauma. Prenatal surgery prevents additional neural injury. However,
existing damage is not reversed. Biodegradable nanofibrous scaffolds (NSs) promote regeneration of
neural tissues. They mimic the microtopography of the extracellular matrix and guide tissue formation
and organization. The purpose of this pilot study was to evaluate the practicality and safety of using
biodegradable NS as a regenerative device in prenatal MMC repair.
Methods: Two fetal lambs underwent a surgically induced MMC defect followed by open fetal repair
using aligned biodegradable NS. Lambs were killed at day 138. Spinal cords were examined for
inflammation or fibrosis and stained for spinal cord architecture, myelin, and neuron cell bodies.
Results: Prenatal repair with NS demonstrated technical feasibility. There was no evidence of a
surrounding inflammatory response or foreign-body reaction to the scaffold.
Conclusion: Biodegradable NS can be used surgically for the prenatal repair of MMC in a large animal
model and does not appear to elicit an inflammatory or fibrotic reaction in fetal tissue. Further studies
will determine their potential for neural cell infiltration, delivery of growth factors, drugs or stem cells,
and functional recovery greater than standard repair.
© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
Open spina bifida, or myelomeningocele (MMC), is a
neural tube closure defect that is associated with impaired
distal neurologic function and cognitive disabilities. Spinal
cord damage associatedwithMMC is owing to, first, abnormal
spinal cord development and, second, subsequent traumatic
and chemical injury to the exposed cord [1,2]. To prevent the
secondary in utero damage associatedwith an open spinal cord,
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prenatal MMC surgery consists of in utero closure of the dura
mater and overlying soft tissues. Results of the recently
completed National Institutes of Health-sponsored Manage-
ment of Myelomeningocele Study randomized, controlled
clinical trial comparing prenatal vs postnatal repair demon-
strated that prenatal repair is comparably safe and efficicious in
improving MMC-associated hindrain herniation [3]. Despite
partially improved motor outcomes, however, distal neurolog-
ic function remains incomplete even after prenatal MMC
repair. Presumably, simple closure fails to reverse the
neurologic injury already incurred before surgery.
To target prior in utero damage to the spinal cord, we
hypothesized that the addition of biodegradable nanofibrous
scaffolds (NSs) to prenatal repair would promote tissue
remodeling and neuronal pathfinding and thus preserves and
restores distal neurologic function better than simple closure.
Nanofibrous scaffolds can serve as temporary 3-dimensional
substrates to guide neotissue formation across damaged tissue
and promotes new tissue formation by providing a surface with
adequate porosity to foster cellular infiltration [4,5]. They can
supply the appropriate biologic cues to facilitate migration,
attachment, proliferation, and differentiation into specific cell
phenotypes. Furthermore, through the process of electrospin-
ning, they can be aligned to provide directionality to cellular
growth [4-6]. The aim of this pilot study was to evaluate the
practicality and safety of using aligned biodegradable NS as a
regenerative device in the sheep model of prenatal MMC.
1. Materials and methods
This study was approved by the Institutional Animal Care
and Use Committee (protocol no. 13095), and all animals
received care in strict compliance with the Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals in a facility accredited
by the Association for the Assessment and Accreditation of
Laboratory Animal Care International [7]. Two time-mated
ewes were delivered 1 week before first intervention and
housed in an appropriate establishment with free access to
food and water except for the last 24 hours.
1.1. Creation of MMC lesion
At approximately 75 days gestation, each ewe underwent
survival laparotomy for the surgical creation of a fetal MMC.
Ewes were sedated (ketamine 10 mg/kg), intubated,
positioned supine, and maintained with inhalation anesthesia
(isofluorane 2% in oxygen 2 L/min). An MMC-like lesion
was surgically created in 2 fetal lambs, as previously
described [8-10]. One ewe had a twin pregnancy, and the
third lamb was used as a normal control.
Briefly, midline maternal laparotomy and hysterotomy
was performed, and the fetal back was exposed. After
removing overlying skin and soft tissues, a bilateral lower
lumbar laminectomy was performed. The spinal cord was
exposed, and a midline myelotomy was opened until leakage
of cerebral spinal fluid was observed. Intravenous penicillin
(1 mIU) and gentamicin (100 mg) were administered to the
ewe as preoperative surgical prophylaxis. Intrauterine
penicillin (1 mIU) was also administered before hysterotomy
closure. Ewes were administered buprenorphine (0.005-
0.01 mg/kg intramuscular) for postoperative pain control.
1.2. Repair of MMC lesion with NSs
At approximately 100 days gestation, ewes underwent a
second survival laparotomy and hysterotomy. Lambs in
whom the MMC lesion had been created underwent repair of
Fig. 1 Schematic representation of nanofibrous inner (A) and
outer scaffolds (B). C, High-power electron micrograph of the outer
scaffold showing aligned biodegradable poly L-lactic acid (1.09 dL/g
inherent viscocity) nanofibers fabricated by electrospinning.
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the MMC using both an inner and outer biodegradable
scaffold made of aligned electrospun poly L-lactic acid
nanofibers (Lactel Absorbed Polymers, Pelham, AL)
(Fig. 1). One internal semicircular scaffold aligned circum-
ferentially was placed underneath the dural closure. A second
outer rectangular scaffold aligned transversely was placed
above the dural closure. Scaffolds were intraoperatively
tailored to size as needed. Skin and soft tissues of the back
were then closed in a final layer.
1.3. Delivery and kill
Lambs were delivered via terminal cesarean section
approximately 10 days before term to prevent natural
parturition. Lambs were killed and perfused with 1 L of
NaCl 0.9%, with an initial bolus of lidocaine (40 mg) and
heparin (1000 IU), followed by 2 L of 4% paraformaldehyde
in 0.1 mol/L phosphate buffer. Brain and spinal cord were
then grossly examined for hindbrain herniation and appear-
ance of the MMC lesion including appearance of the
scaffolds. They were then harvested for pathologic analysis,
postfixed in 4% paraformaldehyde for 24 hours, and
cryopreserved in sucrose. Twenty-micrometer frozen tissue
sections were obtained. Tissues were stained with erio-
chrome cyanate and neutral red for myelin and neural cell
bodies, respectively, and hematoxylin and eosin.
2. Results
Lambs were carried through to delivery without adverse
event or early abortion. At the time of surgical repair,
scaffolds were tailored to size and placed both in their intra-
and extradural positions without difficulty (Fig. 2). Operative
time was approximately 2 hours per repair.
In the control lamb, no gross abnormalities were seen, and
histology was normal. The 2 lambs that underwent MMC
creation and repair had similar abnormalities both on gross
necropsy and histopathology, as described below.
2.1. Gross necropsy
Each repaired lamb had a small well-healed linear skin
defect and a flattened lumbar area and pelvic girdle that
appeared small for the lamb's size. In 1 lamb, the umbilicus
was twisted around the left hindlimb just proximal to the tarsus,
causing malformation of lower left hindlimb. Neuropathology
revealed hindbrain and cerebellar herniation through foramen
magnum, consistent with a Chiari malformation in both lambs.
The lateral ventricles were noticably larger than seen in the
normal lamb, and gyri on the lateral frontal lobes were
abnormally soft and collapsible. The skin over the lumbar area
was adherent to the subcutaneous tissues consistent with scar
formation. The lumbar vertebral spinous processes and
laminae were absent. Flattened spinal cord tissue was present
from L4 to L7. The outer scaffold was grossly visible,
nonencapsulated, and partially integrated but not yet complete-
ly incorporated with the underlying cord tissue.
2.2. Histopathology
Lambs that underwent surgical MMC creation and repair
showed significant loss of dorsal white matter with sparing of
the ventral horns on myelin staining (Fig. 3A and B).
Staining for neuronal cell bodies showed selective persis-
tence of motor neurons in the ventral horns. The inner
scaffold was visible dorsal to the central canal. Hematoxylin
and eosin staining showed no evidence of lymphocytic
infiltrate or abnormal connective tissue formation surround-
ing the scaffold (Fig. 3C and D). Astrocyte-like cells were
found lining the scaffold adjacent to the cord tissue. There
was no evidence of encapsulation.
3. Discussion
In this pilot study, we introduce the concept of using
aligned NS in prenatal MMC repair and show that NS is
feasible for use in a large animal model of fetal MMC. The
scaffolds are easy to position, and operative time is
comparable with standard repair. Furthermore, they appear
well integrated to the surrounding tissues and were not
Fig. 2 Operative repair of fetal lamb with inner (A) and outer
(B) NSs.
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encapsulated on necropsy. Histopathology reveals no
evidence of significant leukocyte infiltration or excessive
connective tissue formation as would be expected by an
inflammatory or fibrotic response. These results support the
further investigation of NS in prenatal MMC repair as a
potential enhancement to the standard established by the
Management of Myelomeningocele Study trial.
Because of improvements in the management of early
infectious and cerebral complications of MMC, more
patients with MMC are now surviving well into adulthood.
Therefore, patients will often have lifelong paralysis
requiring orthoses, bladder incontinence requiring multiple
operative interventions, and significant gastrointestinal
dysfunction [11]. Sexual dysfunction and psychologic
disturbances related to managing the peripheral manifesta-
tions of MMC are also becoming better recognized [12,13].
Because the clinical sequelae of spinal cord damage are not
completely ameliorated even with prenatal surgery, im-
provements are needed to address the significant morbidities
related to distal neurologic dysfunction.
In regenerative medicine, NSs have demonstrated the
potential to bridge areas of injury. They can promote
neuronal regeneration in both spinal cord and peripheral
nerve injury models and can serve as a temporary
extracellular matrix for regenerative cells by emulating
the microfibrous features of collagen and other connective
tissue components such as fibronectin and proteoglycans
[5,14-16]. By combining prenatal MMC repair with the
regenerative properties of NS, neuronal pathfinding could
be promoted, and distal neurologic function theoretically
improved. Simple modifications also allow NS to serve as a
biodegradable local delivery mechanism for immunomod-
ulatory substances, growth factors, and stem cells [17-19].
Regenerative therapies are particularly promising for use
in prenatal repair because of the inherent plasticity and
immunotolerance unique to the developing fetal environ-
ment. The fetus has long been recognized to have a
remarkable ability to heal after injury [20], and work with
in utero hematopoietic stem cell transplantation has shown
that the fetal environment offers considerable advantages
for the success of stem cell transplantation [21]. The
immunologic immaturity of the early gestational fetus
provides a unique opportunity for induction of donor-
specific tolerance to allogenic cells [22]. It has thus been
Fig. 3 Cross-sectional images of the spinal cord at lumbar vertebral levels of a normal lamb (A) and a lamb repaired with scaffold (B-D). In
(B), note the loss of dorsal white and gray matter with relative sparing of ventral horns and visible motor neurons in the spared ventral gray
matter (arrow). In (D), the scaffold appears well integrated with host tissues, and there is no lymphocytic or fibrotic reaction at the scaffold-
spinal cord interface.
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suggested that fetal tolerance can potentially eliminate the
requirement for immunosuppression after stem cell therapy.
This research supports the addition of a regenerative
treatment strategy, with or without stem cell therapy, in
future modifications of prenatal MMC repair.
In this report, we use a sheep model of MMC to
demonstrate that biodegradable NS is surgically feasible for
fetal repair of open spina bifida. We show that NS are
noninflammatory in an in vivo spinal injury model of
MMC. Additional modifications to the nanofibrous polymer
will determine the optimal structure and alignment of these
scaffolds. Further histopathologic and functional studies
will determine the potential of NS to regenerate neural
tissue; to deliver growth factors, immunomodulators, and
stem cells; or to attain functional recovery greater than
standard prenatal repair.
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ABSTRACT
Aim: To explore spinal cord improvement using transplanted mesenchymal stem 
cells in the retinoic acid (RA)-induced myelomeningocele (MMC) model in fetal rats.
Methods: Time-dated pregnant rats were fed 100 mg/kg RA dissolved in olive oil 
on embryonic day 10 (E10). On E18, hysterotomies were performed and polycaprolac-
tone disc scaffolds with or without mesenchymal stem cells derived from rat adipose 
tissue (ASC) were placed over the MMC lesion. Alternatively, cell delivery was by 
direct injection in the amniotic cavity. Fetuses were collected at E15, E17, E19 and 
E21, and processed for histological assessment of the spinal cord. Structural changes, 
damage score and total cell number were assessed with HE and Nissl staining. Glial 
reactivity was studied by immunostaining for GFAP (astroglia) and for iba-1 (micro-
glia). Cytotoxic effects of amniotic fluid on ASC were also studied. Neurotrophic and 
neuroprotective factors produced by ASC were assessed. Results: Fluorescence exa-
mination revealed ASC ingrowth into the scaffolds after 72 hours in culture. ASC in 
vitro produced different neurotrophic factors related to neural protection. Amniotic 
fluid had no cytotoxic effect on ASC, rather, it induced proliferation in vitro. No impro-
vement in spinal damage score was produced with any prenatal procedure. Beneficial 
changes in microglial expression were observed after cell delivery. Conclusions: Pre-
natal mesenchymal stem cell administration modifies microglial expression in MMC 
lumbar areas in this model. No significant benefits were observed in the damage score, 
probably due to the short treatment period. Amniotic fluid did not produce negative 
effects on ASC in vitro, and might, in fact, induce some beneficial effects.
Key words: fetal, myelomeningocele, stem cells, scaffold
INTRODUCTION
Myelomeningocele (MMC) is a neural tube closure defect that is often associated 
with spinal cord damage and frequently produces paraplegia, sensory loss and urolo-
gical dysfunction [1]. In the experience of the American MOMS trial, prenatal layered 
repair of MMC reversed hindbrain herniation, decreased the need for shunting and 
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improved later cognitive results; despite this huge step forward, improved leg func-
tion was less notable [2]. Tissue fragility limits the development of safe open fetal 
surgery before the 20th week of gestation, probably too late to allow complete spinal 
recovery. After cord injury and given the well-described second hit, areas of gliosis 
create a structural barrier to regeneration [3]. Reported experimental procedures for 
bypassing damaged areas with a nervous tissue bridge using scaffolds [4, 5]. Creation 
of an optimal growth environment using stem cells has been reported [6], and also cell 
survival and engraftment in the areas with the greatest damage [7] as well as a strong 
reduction in the tendency to apoptosis [8]. Stem cells on scaffolds or applied via a sim-
ple intra-amniotic injection have been postulated to promote protection and facilitate 
spinal regeneration and may also decrease glial reactivity and inflammation, which 
could improve the functional results achieved by just covering the defect prenatally. 
The purpose of this paper is to describe a previously unreported effect of adipose stem 
cells (rASC) in a model of neural damage. Our aims were to describe neurotrophic 
factors produced by rASC with neural protective potential, develop two methods for 
prenatal rASC transplantation in the teratogenic model and evaluate their effects on 
spinal anatomic structure and local macrophage activity and finally describe the effects 
of amniotic fluid on proliferation in this particular type of stem cell
MATERIAL AND METHODS
All our work was performed with approval of the Animal Care Committee of our 
hospital in Madrid (CEBA 14-2010 and 05-2012) and in accordance with Directive 
2010/63/UE from the European Parliament and Council Spanish law (RD53/2013).
Animal model. Animals stayed in our facility with food and water ad libitum 
at least 48 hours prior to the first manipulations, and were housed under 12h light/
dark standard conditions. The procedure for developing this animal model has been 
described previously [9-11]. Sprague-Dawley female rats (Charles River, Barcelona, 
Spain), 2 to 4 months old with a time-dated gestation were used. On Day 10 of ges-
tation (E10), 100 mg/kg of all-trans retinoic acid (RA, Sigma-Aldrich, Tres Cantos, 
Spain) dissolved in olive oil was administered via orogastric tube. Control animals 
were administered the same amount (2 ml) of olive oil. After exposing the dams to 
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sevofluorane (Sevorane, Abbot, Madrid, Spain) fetuses were collected via caesarean 
section at E15, E17, E19 and E21, and mothers sacrificed with intracardiac saturated 
potassium chloride. Fetuses (38 controls and 47 MMC) were macroscopically exa-
mined in cold phosphate buffered saline (PBS), and the presence and characteristics 
of any lumbar defect were recorded. Whole fetuses were then fixed in 10% buffered 
formalin for histological processing (see below).
Skeletal staining. Five E21 MMC fetuses and 5 controls were eviscerated and 
their skin removed before preservation in 10% buffered formalin at ambient tempera-
ture for a period of 2 to 3 days. After rinsing with distilled water, specimens were im-
mersed in 0.01% alcian blue 8GX (Sigma) in 80% ethanol, 20% acetic acid for 2 days. 
After rehydration in a graded series of ethanol (70%, 40%, 15%, 0%, 2-3h each), the 
material was incubated overnight with 0.5% trypsin in 30% saturated sodium borate 
followed by 1% KOH for another 24h to remove any excess soft tissue. Mineralized 
bones were stained by incubating with 0.01% alizarin red (Sigma) in 1% KOH for 
24h. After rinsing several times with 20% glycerol in 1% KOH until the solution was 
clear, specimens were carefully incubated, 24h each, in increasing gradients of glyce-
rol (50%, 80%) in 1% KOH, and stored in 100% glycerol at room temperature (Fig. 1).
Histological assessment. Thoracic (T9-T10) and lumbar (L2-L3 or MMC) areas 
were processed separately and embedded in paraffin; 5 µm transversal sections were 
stained with hematoxylin/eosin and Nissl standard staining to evaluate gross altera-
tions and basic neuronal structure in spinal cord tissue, respectively. Histopathological 
damage was assessed by a blind reviewer; HE sections were scored 0 to 3 for the pre-
sence of hemorrhage, inflammatory cell infiltration, gliosis and/or destructuring (0-no 
evidence, 3-severe damage) [12, 13].Cell count was performed using Nissl under 40x 
magnification , which is equivalent to an area of 0.18 mm². Randomly areas in the dor-
sal horns were selected for neural cell count. The average neural cell count was calcu-
lated [14]. Digital pictures were obtained in an Olympus BX41 bright field microscope 
with Image-Pro Plus software (MediaCybernetics, Rockville, MD).
Immunohistochemistry/immunofluorescence. Sections were deparaffinized, re-
hydrated and boiled for 20 min in unmasking solution (0.1M citrate buffer, pH 6.0). 
After cooling to room temperature, endogenous peroxidase was blocked by incubating 
10 min in 1% H2O2 in methanol. After rinsing with PBST buffer, samples were blocked 
for 1h at RT with 5% normal goat serum, 1% bovine serum albumin in PBST, and then 
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incubated overnight at 4°C with rabbit poyclonal anti-GFAP (Sigma-Aldrich) 1:500 
in blocking solution. Detection was performed with goat anti-rabbit biotinylated IgG 
(Life Technologies) 1:100 in blocking solution for 1h at RT, followed by avidin con-
jugated to HRP (Vector labs) 1:300 in blocking solution for 1h at RT, and DAB as the 
chromogen. Sections were counterstained with hematoxylin, and mounted with DPX. 
For immunofluorescence detection of Iba-1 and GFP, we followed a similar procedure 
without peroxidase blocking. Rabbit polyclonal anti-Iba-1 (Wako, Neuss, Germany) 
1:500 in blocking solution, and mouse monoclonal anti-GFP (Santa Cruz Biotechno-
logies, Santa Cruz, CA) 1:50 in blocking solution, were used as primary antibodies. 
Detection was performed with Alexa Fluor 555 goat anti-rabbit IgG and Alexa Fluor 
488 goat anti-mouse IgG (Life Technologies), respectively. Nuclei were counterstai-
ned with DAPI. Digital pictures were obtained in a Leica DMI6000B fluorescence 
microscope with LAS AF software (Leica Microsystems, Barcelona, Spain).
Cellular forms of microglia were described as follows. Resting microglia have a 
small oval cell body and numerous small diameter processes radiating from the soma 
extending several times the diameter of the cell body in length; they have been cha-
racterized as highly down-regulated or inactive macrophages. Activated microglia 
are swollen ramified cells characterized by a larger cell body with shorter processes. 
Reactive microglia are small spherical cells with an amoeboid-like morphology that 
could be considered fully activated macrophages with migratory properties. For our 
purposes we considered activated microglia as the prior step to step before reactive 
microglia and both types were studied together [15-18]. A four-point scale was used 
[19]:0, normal, <10% reactive cells; 1, mostly resting, about 30% reactive cells; 2, 
some resting cells present, 60% reactive cells; 3, 100% reactive cells. Dorsal horns 
were studied at 20x magnification.
ASC procurement. Adipose-derived MSC were isolated using a method des-
cribed for human adipose tissue [20] Subcutaneous fat was removed from adult Spra-
gue-Dawley rats, washed in PBS, digested with type I collagenase for 30 min at 37ºC 
and cultured in DMEM, 1g/l D-glucose (Life Technologies), containing 10% fetal bo-
vine serum (Life Technologies) and antibiotics (penicillin/streptomycin 1%, Sigma). 
Cells were transduced with retroviral particles to express green fluorescent protein 
(GFP), kindly donated by Prof. L. Naldini (Telethon Institute, Milan, Italy) and produ-
ced by Dr. G. Güenetxea (CIEMAT, Madrid, Spain). ASC were characterized per In-
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ternational Society of Cell Therapy recommendations [21, 22], due to their adipogenic 
and osteogenic differentiation, production of fibroblastoid colonies, and immunophe-
notype by flow cytometry (CD29+, CD90+, CD11b-, CD45-).
Neurotrophic factor expression in ASC. Subconfluent cultures of ASC were used 
to obtain total RNA with TRIzol® reagent (Life Technologies) as per manufacturer’s 
recommendations. Complementary DNA synthesis was performed with MultiScribe™ 
Reverse Transcriptase and oligo (dT)16 (Applied Biosystems, Foster City, CA), accor-
ding to manufacturer’s recommendations. Standard PCR was performed with 1u DNA 
polymerase (Biotools, Madrid, Spain) and 0.5 µM each oligonucleotide (Table 1), for 
35 cycles of 30s at 95°C, 30s at 60°C, and 30s at 72°C. PCR fragments were analyzed 
in 1.7% agarose gels containing 1x RealSafe (Durviz, Valencia, Spain) with a digital 
photodocumentation system (Alliance 2.7, UVitech, Cambridge, UK).
ASC in vivo transfer. On E18, maternal anesthesia was induced and maintained 
using inhaled sevofluorane at 8% in 100% oxygen; a midline laparotomy was perfor-
med and 2 or 3 fetuses with or without the defect were exposed. ASC were transferred 
using one of two methods:
1) ASC from subconfluent cultures were resuspended in Ringer lactate (2x106/50µl) 
and introduced in the amniotic cavity using a Hamilton syringe with a 30-gauge needle.
2) ASC from subconfluent cultures were resuspended in culture medium 
(2x106/50µl) and applied onto polycaprolactone discs, 3.5 mm in diameter and 1 mm 
thick (Metis Biomaterials, Valencia, Spain); after 1h at 37°C for cell attachment to the 
biomaterial, culture medium was added to the wells and the plate was incubated for 
24h more in a CO2 incubator at 37°C. A purse-string suture was performed in the uteri-
ne wall over the fetal defect and through a 2mm incision one disc with or without cells 
was set over the defect and fixed using cyanoacrylate glue. After that, the purse string 
suture was closed, the dams were allowed to recover from anesthesia and gestation 
continued (Fig 2 and 3).
Amniotic fluid influence over ASC cytotoxicity/cell proliferation. Amniotic 
fluid (250-300 µl) was collected from E17 and E19 fetuses with insulin syringes and 
with care not to damage the fetuses; samples were centrifuged for 10 min at 10000xg 
and supernatants were stored at -80°C. ASC were plated in 96 well plates (2x103/
well); after 24h, medium was removed and changed for new medium containing PBS 
or amniotic fluid (2:1), following the incubation for 48h more. Lactate dehydroge-
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nase (LDH) was assessed as an indirect method for detecting cellular cytotoxicity 
and cytolysis as per manufacturer’s instructions (Roche Diagnostics, Mannheim, Ger-
many). For the cell proliferation assay, WST-8 reagent (CCK-8 kit, Sigma-Aldrich) 
was added and absorbance at 450 nm measured 3h later.
Statistical Analysis. The results were expressed as percentages or as means ±SD, 
and groups were compared by one-way analysis of variance with Tukey’s multiple 
comparison test, Student’s t test or non parametric tests, where appropriate, with a 
threshold of significance at p<0.05. Analyses were performed using SPSS and Prism 
5.0 (GraphPad, San Diego, CA).
RESULTS
Animals with MMC (approximately 60% of fetuses from RA-treated rats) presen-
ted lesions only in the lumbar/sacral area, and the lesions were similar to those found 
in the human disease. Macroscopically the fetuses showed the MMC defect in which 
the dorso-lumbar skin and the bony arch were open and the meninges fused, exposing 
neural tissue in lumbar areas. Alcian blue/alizarin red staining of skeleton showed dra-
matic alterations in lumbar/sacral region in MMC fetuses, with frequent elimination or 
reduction in vertebrae below the level of the lesion (Fig. 1).
Histopathological analysis. In MMC, neural plate and dura position were similar 
to the human defect, with loss of normal anatomical structure. The MMC lumbar de-
fects studied showed abnormal pattern in dorsal areas and a paucity of mature neurons. 
There were also multiple areas of vacuolization, gliosis and atrophy. Additionally there 
were areas of edema, focal calcification, fibrosis and capillary cell proliferation (Fig. 4, 
A, B and C). Nissl staining showed flattening of the dorsal horns and gross distortion 
with elongation of the central channel and areas of ependymal denudation (Fig. 4B). 
Animals treated with the scaffold without cells presented fibrous tissue layering with 
different degrees of hemorrhage, as also observed in animals treated with scaffold and 
cells (Fig. 4 A, B and C).
Spinal Cord Damage Score. Spinal cord damage increased during gestation, being 
more severe in lumbar areas (mainly at term, with damage degrees near 3), compared 
to thoracic ones. Almost no structural changes were observed in areas without expo-
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sure to amniotic fluid, and these changes were probably related to tissue manipulation 
(Fig. 5). At term, animals treated with patch coverage presented a wide variation in 
gliosis, hemorrhagic areas and structural changes but all were similar to those without 
prenatal coverage. No benefits at this point could be described as related to either cell 
injection or placement of a scaffold with or without cells. Cell neural count. A decrea-
se in total neural cell density was observed in dorsal horns at day 21 in MMC; this 
effect was mildly attenuated in animals treated with cells/ASC-treated animals (n.s.).
GFAP immunohistochemistry. Controls showed a light brown staining. Non-trea-
ted MMC presented an increase in staining degree observed as dark brown color, dark 
brown cells (astrocytes) and a remarkable paucity of motoneurons, observed as pale 
purple cells. Animals treated with the scaffold alone showed an intermediate degree of 
staining while animals treated with a scaffold and cells presented a marked absence of 
staining and motoneuron preservation in areas close to the scaffold (Fig. 4C).
Iba-1 immunofluorescence. The absence of Iba-1 staining was almost complete in 
normal animals. The staining was diffuse in MMC and in animals treated with just the 
scaffold, and the latter also presented a bilateral increase in immunoreactivity. Decrea-
sed dorsal horn staining was observed in animals treated with scaffolds and cells (Fig. 
4D). Controls showed a constant expression of mainly resting microglia all through 
the gestation. Animals with MMC at E21 showed a clear transformation towards re-
active/activated cells in dorsal horns where resting microglia were scarce to almost 
undetectable. Finally, this microglial activation related to spinal trauma produced by 
amniotic fluid exposure was ameliorated in animals treated with cells. Animals with 
scaffold and cells seemed to present higher degrees of preservation (1±0.5) when com-
pared to those receiving the injection (1.5±0.5). Both types are considered together in 
figure 6 (E21 Cells vs E21 MMC).
Cell detection via antiGFP immunofluorescence and neurotrophic factor pro-
duction. Although uncommon, engraftment was observed in some areas of damaged 
neural tissue when cells were delivered via injection (fig 7). No cells were observed in 
the spinal cord when delivery was made via scaffold. ASC in vitro produced different 
neurotrophic factors related to neural protection (Table 1).
Amniotic fluid cytotoxicity. A well-described method for assessing the cytotoxi-
city of a particular substance is based on measuring extracellular LDH. In our study, 
prenatal surgery employing the scaffold would theoretically protect cells from the 
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effects of amniotic fluid by the addition of a plastic layer coating. On the other hand, 
a simple injection allows amniotic fluid to interfere with cell proliferation, so we 
reproduced this scenario in vitro. Amniotic fluid from MMC and control fetuses was 
collected at different days of gestation; at term amniotic fluid was more viscous and 
scarce, in fact almost impossible to collect properly so just liquids from E17 and E 
19 were chosen for this purpose. First we assessed LDH in amniotic fluid, observing 
a significant increase in LDH over the gestation, with these levels being higher than 
those found in culture medium containing 10% FBS. Nevertheless, after a 48h in-
cubation period, amniotic fluid does not seem to have any cytotoxic effect on ASC, 
which secreted similar LDH levels with culture medium and with amniotic fluid. On 
the other hand, ASC treated with amniotic fluid presented a significant increase in 
cell proliferation although liquids obtained during/at advanced gestation had a less 
positive effect (Table 2).
DISCUSSION
Myelomeningocele appears by the 4th week of gestation in humans as an exposure 
of spinal cord neural tissue and absence of a protective vertebral posterior arch closure. 
Several reports describe the well known «two-hit» hypothesis, based on an initial in-
jury related to some kind of maldevelopment and a second damage based on prolonged 
neural exposure to amniotic fluid and meconium. Many authors have suggested that 
this second hit is by far the most important so prompt fetal neurosurgery could ame-
liorate this damage and improve future prognosis [1,23-25]. Human stillborns present 
little damage at early stages of gestation, fetal leg movement is usually normal early 
in gestation and experimental work has shown the deleterious effects of amniotic fluid 
on neural tissue [25]. These symptoms are mainly related to the presence of paraplegia 
and urinary or fetal incontinence and the severity will be determined by the level of 
the lesion [1,23].
The American MOMS trial with prenatal two-layer closure has reported substan-
tial improvements in terms of hindbrain herniation and neurocognitive development 
[2]. Improvements in urinary symptoms or lower extremity function have been less 
remarkable, which is probably related to the relatively late onset of the protective me-
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chanism of fetal surgery. In MOMS, prenatal repair was associated with a significantly 
increased ability to ambulate at 30 months compared to the postnatal repair group. 
This improvement has encouraged a wider search for different strategies to further 
improve distal neurological function. It might be enhanced if fetal surgery could be 
performed earlier, but this is strongly limited by tissue fragility; however methods 
based on different techniques of fetoscopic coverage have been proposed [26-28]. The 
second strategy could be based on the addition of stem cells with a proven capacity 
to enhance axonal growth, neuronal regeneration and down-regulate glial stimulation 
and scar formation.
Fetal treatment with stem cells is attractive due to the theoretical immunotolerance 
to foreign cells and due to the rapid growth of the fetus that provides an opportunity 
for engraftment and expansion. This strategy has been experimentally tested by others, 
achieving cell engraftment of neural stem cells with neurotrophic factors in fetal lambs 
[7], improvement in motor functions [29] and reduction of spinal apoptosis in the spi-
nal cord using this same model [8].
Structural changes and injury scores in the placode and thoracic spinal cord 
during gestation (HE, Nissl, GFAP)
Several reports describe how spinal cord damage in MMC increases over the 
course of gestation. This has been related to exposure of neural tissue to amniotic 
fluid and, after the 34th week, to urine and meconium. This progressive damage is 
defined by disruption of dorsal architecture and by the presence of several changes 
related to inflammation, gliosis and finally fibrosis and vacuolization [3,25]. Our ob-
servations here were similar to earlier reports and agreed in the description of this 
second hit as a dynamic procedure, worse at the end and mild at the beginning. On 
the other hand, we found some distortions in the thoracic areas that were not directly 
exposed to amniotic fluid; these anomalies were scarce and perhaps some of them 
related with tissue manipulation. As others have suggested, the clinical impact of the 
second hit is dramatic in lumbar areas when compared to the mild structural chan-
ges only related to imperfect development [30]. The absence of improvement in the 
damage score or neural count after prenatal coverage or cell delivery in our study in 
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rats could probably be related to the model itself. It is difficult to successfully treat 
the lumbar area before day 17 due to tissue fragility; it is probably too late and the 
scaffold or cell protective effect is minimum with just three days of evolution before 
birth. These results are different to those described by Diagini who describe different 
degrees of defect coverage using placental and amniotic fluid derived stem cells via 
intraamniotic injection [31, 32].
Some benefit could be suggested from patch coverage when GFAP is studied. The-
re was a decrease in staining intensity in MMC covered with a scaffold with or without 
cells. On the other hand, the scaffold induced a tiny fibrous tissue layer, probably 
produced by local inflammation that should be considered a negative effect of the 
coverage.
Role of microglia in MMC spinal cord injury (Iba-1)
Microglia cells were characterized by the del Rio-Hortega method and serve as re-
sident tissue macrophages within the central nervous system (CNS) [14-18] In order to 
detect neural tissue damage they express receptors that recognize pathogens and diffe-
rent factors produced by injured neural cells. In the healthy neural tissue microglia are 
in a resting status and have a dentritic shape with long processes; in response to injury 
they change to an amoeboid morphology with the ability to migrate toward affected 
areas [14]. Microglia present a nonspecific upregulation in response to tissue damage 
and most models attempting to explain their behavior are based on traumatic injury 
(contusion, compression or hemisection) [18] therefore, any technique involving injury 
should induce their activation. Activated microglia release pro-inflammatory media-
tors that contribute to cell death and neuronal dysfunction through the NADPH oxida-
se enzyme pathway. Neural tissue damage on the MMC placode has been extensively 
described and although it is a chronic damage [25], pathways of microglial response 
should be similar to those in any other traumatic insult. As far as we know microglial 
activity has not been previously described in the fetal MMC placode of this model. 
Short term microglial activity is not considered harmful for neural tissue; in fact it 
could have several protective methods of contributing to neural preservation and axo-
nal growth. On the other hand, chronic microglial activation is considered the most da-
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maging response of microglial cells to injury; in fact interactions between chronically 
damaged neural tissue and hyperactivated microglia trigger a vicious self-propagating 
positive feedback that produces uncontrolled cell death and progressive destruction. 
The end of this process is demyelination, axonal degeneration, cavitation and glial sca-
rring, which act as a structural barrier to new axonal growth [14,18]. Different anti-in-
flammatory substances have been reported to reduce microglial-related neurotoxicity 
such as minocycline or some cytokines [33,34]; rASC have been described to have 
immunomodulatory properties in neural tissue damage, but their actions on microglia 
in damaged neural tissue have never been assessed in this scenario before. The impro-
vement seems to be more relevant in animals treated with the scaffold; the presence of 
living cells in the membranes after 72 hours suggests that this beneficial effect could 
be produced by the creation of an optimal local environment. No ASC were observed 
engrafted in damaged spinal cord if delivered this way. The modification of microglial 
activation was less notable if the cells were injected, but in this case cells were found 
engrafted in damaged neural tissue. Is difficult to understand how such a small number 
of engrafted cells could be associated to any beneficial effect, perhaps in this model 
the scarce amniotic fluid allows paracrine effects of these cells just injected. We do 
not know if cells attached to the scaffold lose their ability to migrate, but it is very 
likely that the cells do not lose their secretory capabilities. Maybe the limited time in 
between cell transplantation and the animal samples harvest did not allow these cells 
to migrate out the scaffold to engraft in the injured spinal cord.
Amniotic fluid toxicity
Several authors have described amniotic fluid toxicity for neural tissue in MMC 
models [35, 36]; on the other hand, prolonged exposure is an important aspect of the 
damage, and the short gestation in the rat model is a limitation for extrapolating these 
results to human disease. Our findings describe an absence of damage to ASC after 
a 48-hour culture with amniotic fluid, suggesting that simple injection could be an 
adequate method to deliver cells in human disease. Furthermore, we found some im-
provement in cell proliferation that could be related to the presence of different growth 
factors in amniotic fluid during the middle gestation period.
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How could mesenchymal stem cells produce favorable effects over areas of 
spinal cord damage in this particular scenario?
Several reports have described paracrine anti-inflammatory effects of mesenchy-
mal stem cells, making them attractive candidates for this purpose. They could pro-
duce positive effects in an acute phase: secretion of neurotrophic factors with positive 
effects on neuron survival, hampering the proper function of natural killer cells; and, 
in the chronic phase, promyelinating abilities and positive effects on the degradation 
of cellular matrix, which is important for axonal regrowth [37]. In our study we have 
failed to observe any positive effect on local fibrosis, gliosis or beneficial effects on 
structural changes or neural cell number related with cell delivery. A probable ex-
planation is a limitation in a model with such a short period of cell exposure within 
the damaged area, that don’t let these new cells to migrate, allow axonal growth and 
create connections. Another animal model with longer gestational age could amelio-
rate this factor. On the other hand, we have found survival of the cells in the scaffold 
after the treatment, engraftment in damaged areas when they are injected and modi-
fications of microglial expression with potential benefits in the long term with both 
surgical procedures. The results do not demonstrate structural improvement but we 
did find positive effects suppressing inflammation and glial reactivity, probably due 
to secretion of neurotrophic factors and the creation of a less damaging growth envi-
ronment.
Limitations
Several aspects could limit the impact of our conclusions: 1) Potential beneficial 
effects of cells have been described here but the exact way they are achieved is not 
fully understood. 2) The most appropriate way to deliver cells needs to be establi-
shed, adding a scaffold with ingrowing cells seems to be the most reasonable way 
although harmful effects could be produced due to the direct contact between the 
synthetic patch and neural tissue. Simple injection as a useful delivery method seems 
to be quite difficult in the human malformation where the amount of amniotic fluid 
is greater, limiting the possibilities of achieving cell engraftment in the spinal cord. 
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3) Timing of cell delivery to achieve the best results is not known. 4) Microglial ac-
tivation has a beneficial side for spinal cord regeneration; it has some role in tissue 
regeneration through remyelination. 5) CD68 as a marker of phagocytic activity and 
Major Histocompability Complex Class II (MHCII) immunoreactivity could have 
added valuable information about inflammatory state of microglia 6) In humans, 
amoeboid microglia have been described as a transient population during gestation, 
and although we have not found this in the model and we have studied proportions 
of resting/reactive cells it could have some effect on our perception of microglial 
reactivity.
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Legends of the figures
Figure 1. External appearance of the typical MMC lumbar defect in the teratogenic 
model. Osseous lumbar defect assessed with alcian blue-alizarin red.
Figure 2. Scaffolds composed by nanofibers specially created for our purposes. 
Cells were cultured with the discs (A, B) in dishes (C, D) and the presence of the cells 
in the scaffolds was confirmed by immunofluorescence (E).
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Figure 3. Surgical procedure: polycaprolactone disc with a plastic covering layer 
was set over the defect and fixed using cyanoacrylate glue. After that, the purse string 
suture was closed. The main steps of the procedure were previously described by Wa-
tanabe et al(9).
Figure 4. (4x) A. HE, B. Nissl and C. GFAP. No structural changes were ob-
served in controls. In MMC, neural plate and dura appearance were similar to the 
human defect. Animals treated with the scaffold alone presented a fibrous tissue 
layering with different degrees of hemorrhage, also observed in animals treated with 
scaffold and cells. The MMC dorsal defects studied showed abnormal pattering in 
dorsal areas and a paucity of mature neurons. There was also a paucity of neurons 
and multiple areas of vacuolization and gliosis and atrophy. There were also areas 
of edema, focal calcification, fibrosis and capillary cell proliferation D. Iba-1. Ame-
lioration of microglial activation was only observed in the dorsal horns of animals 
treated with cells and scaffold.
Figure 5. (5x) A decrease in total neural cell density was observed in dorsal horns 
at day 21 in MMC, this effect was not observed in controls and was mildly attenua-
ted in animals treated with cells (1) Scaffold, (2) Injection (n.s.). Spinal cord dama-
ge score. Spinal cord damage increased during gestation (p<0.05 in thoracic areas at 
E17), being more severe in the lumbar areas (mainly at term) compared to thoracic 
areas. Some structural changes were observed in areas not exposed to amniotic fluid. 
No benefits regarding neural cell count or spinal cord damage were observed related 
to cell therapy.
Fig 6. (63x) A progressive activation of microglia in the dorsal horns is observed 
during gestation, this effect is down-regulated in these same areas if animals were 
treated with cells prenatally (p<0.05). A. Resting microglia. B. Activated microglia. C 
and D. Reactive microglia.
Fig 7. (20x). Dorsal areas. Cell engrafted in damaged neural tissue after cell injec-
tion (GFP).
Table 1. rASC. RNA expression for different neurotrophic factors in proliferative 
culture (right) or after 14 days in neural differentiation culture (left).
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